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Beitriige zur Photometrie von Stickstoff. Eiweif8 
und Eiweif$fraktionen. 
Von— 
L. Jendrassik und A. Polgar. 
(Aus dem Laboratorium der Medizinischen Klinik der Universitat Pées, 
Ungarn. ) 


(Eingegangen am 10, April 1940.) 


Vor einigen Jahren wurden aus unserem Laboratorium Verfahren 
mitgeteilt, die den Reststickstoffgehalt von Kérpersaften auf Grund der 
sogenannten direkten Nesslerisierung sowohl auf kolorimetrischem (1) 
wie auf dem genaueren photometrischen Wege (2) in einfacher Weise 
zu ermitteln gestatten. Der Hauptfehler der fritheren Nessler-Methoden 
war das Auftreten von Triibungen, die man auch durch Verwendung 
von KolloidstabilisierungsmittelIn nicht mit Sicherheit verhindern 
konnte. Wir zeigten, da man diesem Ubel in einfacher und sicherer 
Weise durch Erhéhung des K J-Gehalts der Nessler-Lésung vorbeugen 
kann. 

Mit der vorliegenden Arbeit! méchten wir diese gut bewahrte 
Methode in einigen Punkten erginzen. Diese betreffen erstens die 
Sicherstellung eines linearen Verhiltnisses zwischen Extinktion und 
Konzentration mittels Quecksilberlampe, zweitens die Anwendbarkeit 
des Verfahrens zur EiweiBbestimmung und drittens eine das photo- 
metrische Verfahren nicht st6rende Fraktionierung des Eiweibes mit 
Lithiumsulfat. 


I. Stickstoffphotometrie im Quecksilberlicht. 


Die Glasfilter des Pulfrich-Photometers erzeugen nur annahernd 
monochromatisches Licht. Hieraus ergibt sich, da die meisten licht- 
absorbierenden Substanzen dem Lambert-Beerschen Gesetz nur an- 
nihernd folgen. Der bei der Nessler-Reaktion entstehende Farbstoff, 
das Mercurioxyammoniumjodid, verhalt sich im Lichte des Spektral- 
filters S43 annahernd gleichmaBig absorbierend, wodurch das Nomo- 
gramm von Konzentration und Extinktion eine nur leicht gekriimmte 
Linie ergibt (2). Die Abweichung von der Geraden ist aber groB genug, 
um die Verwendung der empirischen Kurve, wenn der Extinktionswert 
mehr als 1 betragt, unbedingt zu erfordern. 

' Die Arbeit wurde ausgefiihrt mit Unterstiitzung der First Esterhazy- 
Stiftung. 
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Aus diesen Griinden schien es uns angebracht, die Methode awch 
dem monochromatischen violetten Quecksilberlicht anzupassen, welches 
die Hagephot-Quecksilberlampe des Pulfrich-Photometers mit Hilfe 
des Filters Hg 436 und ebenso gut mit 845 ergibt. Unter diesen Be. 
dingungen folgt die Extinktion vollsténdig dem Lambertschen wnd 
Lambert-Beerschen Gesetz. 

Wurden z. B. 2cem m/500 Ammonsulfat mit 4 Tropfen cine; 
40 vol.-°,igen H,SO,4 und 1 cem 20 %iger NaOH versetzt, mit Wasser 
auf 20 cem aufgefiillt, sodann mit 1 cem unserer modifizierten Nessle;- 
Lésung vermischt, so war, in verschiedenen Schichtdicken untersucht. 
2. B.: 

In 3cem: E, = 2,895:3 = 0,965 — Blindwert (0,04) = 0,925 

l E, — = 0,960 — es (0,04) = 0,920 
Ei), = 0,240-4 = 0,960 oe (0,04) = 0,920 

Ebenso ist die Proportionalitét zwischen Konzentration und 

Extinktion innerhalb der Versuchsfehler vollstandig : 


Tabelle I. Proportionalitat von Konzentration und Extinktion 
(Reaktionsmischung 10 + 0,5 cem.) 





m/500 (N Hy). SO, Entspricht E, (Hg 436) Berechnet aus F 


“4 von 0,5 ccm 
ecm yN 


0,5 28,0 0,462 


1,0 56,0 0,930 0,924 
2,0 112,0 1,850 1,848 


Hierdurch wird die Berechnung der Methode sehr vereinfacht 


Der Stickstoffgehalt ergibt sich aus dem ermittelten Extinktionskoeffi- 


zienten durch Multiplikation mit einer Konstanten. 


Zur Bestimmung dieses Wertes wurden die Extinktionen von Nessler 
saten mit verschiedenem Ammoniak-Stickstoffgehalt ermittelt. Ver. 
schiedene Mengen (1 bis 4cecm) von aus reinstem getrocknetem Ammon 
sulfat hergestellten m/500 Lésungen wurden mit den iiblichen Mengen 
Schwefelsiure und Natriumhydroxyd versetzt (4 Tropfen 40 vol.-°,ige! 
H,SO, + leem 20° ,iger NaOH) und mit Wasser auf 20 ccm aufgefiillt, 
endlich mit 1 cem Nessler-Lésung vermengt. Genaue Resultate sind nur i: 
ganz sauberen, mit Chromsaure frisch gereinigten GefaBen zu erhalten 
Wichtig ist auch, daB man die Ablesung am Photometer besonders be! 
verdiinnten Lésungen (#£, < 1) nicht sofort, sondern etwa nach Ablaui 
von 3 Minuten vornimmt, am besten zwischen der dritten und sech-ten 
Minute. 

Diese Absorptionskonstante wurde 1. aus zehn derartigen Messungen, 
also auf Grund des bekannten N-Gehalts errechnet; 2. in weiteren zwoll 
Fallen wurde sodann in denselben Reaktionsmischungen die Messung auc! 
im Lichte der Stuphogliihlampe mittels Filter 8 43 vorgenommen und ‘ie 
Berechnung auf Grund des sich so ergebenden Stickstoffgehalts ausgefiilt. 
Die Absorptionskonstante (a) ergibt sich aus dem so gefundenen Stickstot! 
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gehalt in y (0,001 mg N) und aus dem Extinktionskoeffizienten in Hg 
Licht (2,) als: 

N 

BE, 

Aus den zehn unmittelbaren Bestimmungen (auf Grundlage des be- 
kannten N-Gehalts berechnet) ergeben sich Werte fiir @ zwischen 59,8 
und 61,9, im Mittel: 60,76. Die indirekten Bestimmungen lieferten Werte 
zwischen 58,2 und 62,6, und ergaben als Mittel 60.8. Der Mittelwert der 
heiden Reihen betragt daher 60,78 und wir kénnen mit geniigender Ge- 
nauigkeit den Wert 60,8 verwenden. 


a 


Wird daher der Stickstoff nach unseren Methoden (1,2) auf- 
veschlossen und nesslerisiert und die Lichtextinktion unter Verwendung 
der Quecksilberlampe und Filter Hg 436 gemessen, so ergibt sich der 
Stickstoffgehalt der 10,5 ccm Reaktionsgemisch in y aus der folgenden 
Gleichung: N — 60,8 - £;. 

Da bei Verwendung der vorgeschriebenen Mengen die Milliprozent- 
werte das Doppelte der obigen »-Werte sind, erhalt man die Stickstoff- 
konzentration des untersuchten K6érpersaftes (z. B. Serums) in Milli- 
prozenten (¢)*: ¢ 121.6 #). 

Diese Art der Absorptionsmessung und Berechnung kann man mit 
Hilfe der im folgenden zu beschreibenden Methode auch bei der Be- 
stimmung des gesamten und Eiweilstickstoffs gebrauchen. 


Il. EiweiBbestimmung dureh direktes Nesslerisieren. 


Wir haben die Mengenverhaltnisse und Einzelheiten festgelegt 
welche die Bestimmung des EiweiBstickstoffs méglichst verlustfrei und 
einfach gestalten!. 

Prinzip. Kjeldahl-Veraschung mit Wasserstoffperoxyvd, direktes 
Nesslerisieren mit kaliumjodidreicher Nessler-Lésung und Photo- 
metrieren, 

Ausfiihrung. Als Veraschungsgefabe kénnen grobe Jenaer (,,Duran**) 
Proberéhrchen, die bei 40 cem mit einer Marke versehen sind, oder 
besser kleine Ayjeldahl-Kolben von demselben Fassungsvermégen 
benutzt werden. 

leem Fliissigkeit von 50 bis 100 m°®, Eiweibgehalt (z. B. 1: 100 
mit physiologischer NaCl-Lésung verdiinntes Blutserum) wird mit 
0.5ceem 40 vol.-°,iger Schwefelsiure und 0,5 ccm 30°,igem reinstem 


Wasserstoffperoxyd (z. B. Richters Peroxygenol, Mercks Perhydrol, 


nicht Tropenperh ydrol) versetzt. Letzteres wird am besten portionsweise 


* Wir empfehlen und gebrauchen die Bezeichnung  ,,Milliprozent*s 
(m®,, mp) anstatt dem iiblichen ,,Milligrammfprozent (mg°,)*. ' Das Ver- 
fahren wurde an der VIIT. Tagung der Ungarischen Physiologischen Ge- 
sellschaft am 27. Mai 1938 bereits vorgefiihrt (3). 


16* 
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zugefiigt, sechsmal 2 Tropfen auf die ganze Dauer der Verasc| 

gleichmabig verteilt. Veraschungsdauer 3 bis 4 Stunden. Bei diese 
Fliissigkeitsmenge sind Siederegler zu entbehren. Bis zum Verdamptfe 
des Wassers wird lebhaft erhitzt, nach Auftreten der Anhydriddampf 
vorsichtig. Die Flamme (am besten Mikro- oder Sparflamme) dar{ 
dabei das GefaB nicht beriihren. Bis zum Ende der Veraschung so! 
héchstens die Halfte der Schwefelsiure verdampfen. Bei diesem Vo. 
gehen werden Verluste durch Sublimation des Ammonsulfats vermiede: 


Gleichzeitig wird auch eine Reststickstoffbestimmung in 
bereits angegebenen Weise (1, 2) angestellt. Die so erhaltene Reststick 
. 


stoffmenge mu von der der Hauptprobe abgezogen werden. Kin 
reine Blindprobe (0,5 cem 40 vol.-°Gige H,SO, + 0,5 com Peroxyd usy 
ist nur nétig, wenn man auch den Reststickstoffwert ermitteln wil! 
Bei normalen Seren, die sicher nicht hyperazotamisch sind, geniigt auc] 
die rechnerische Beriicksichtigung des Reststickstoffs durch Abzieher 
des durchschnittlichen Wertes von 30 Milliprozent. In diesem Fal\ 
ist aber die Bestimmung und Beriicksichtigung des reinen Blindwertes 
unentbehrlich. 

Nach dem Abkiihlen gibt man in das Veraschungsgefaif etwa 
3 bis 5 cem Wasser, sodann 2 ccm 20 °,ige (woméglich kohlensaurefreie 
NaOH und Wasser auf 40 cem. Nach griindlichem Vermischen werden 
2ccm Nessler-Lésung zugefiigt, oder um Nessler-Loésung zu sparen 
zu 10 cem der Reaktionsmischung 0,5cem Nessler-Lésung. Die Er. 
mittlung der Lichtextinktion erfolgt im Pulfrich-Photometer in | cm 
Schichtdicke. Verwendet man Gliihlampenlicht und Filter S 43, so 
ergibt sich der Stickstoffgehalt in y bzw. Milliprozenten aus der bereits 
ver6ffentlichten (2) Kurve bzw. Tabelle. Wird die Lichtextinktion im 
Lichte der Quecksilberlampe und mit Filter Hg 436 (cder 8S 45) er- 
mittelt, so ist die Berechnung wie obenstehend S. 239 angegeben. 

Von Harn nimmt man | cem in ungefahr die oben angegebene Eiwei!: 
menge (0,5 bis 1,0 mg) enthaltender Verdiinnung, nachdem man sich iibe: 
den annahernden Gehalt (z. B. durch Essbach-Bestimmung) orientiert hat 

Von Faeces nimmt man (von homogen verriebener Tagesmenge) etwa 
50 mg (z. B. an einem Drahtstiickchen an einer Torsionswaage abgewoge 
und verascht mittels 0,5 cem konz. Schwefelsaéure usw. 

Bei der Bestimmung von EiweiBfraktionen durch Salzfdllung geht ma 
in analoger Weise vor (s. weiter unten). 

Die photometrische Bestimmung kann jeder Art Veraschung (auch i 
Halbmikro- und Makromengen) angeschlossen werden. Man achte nu 
darauf, da®B die Schwefelséure- und Laugenmengen denen der Miki 
bestimmung entsprechen. Bei einer Makro-Ajeldahl-Veraschung, z. B. mit 
10cem konz. Schwefelsiure (und entsprechenden Wasserstoffperox\: 
mengen) verwendet man ein Zwanzigstel (entsprechend 0,5 cem zugesetzie 
Schwefelséure) bei einem Nesslerisat von 40 cem. Man wascht daher an 
Ende der Veraschung die Schwefelsiure mit Wasser in ein MeBgefals von 
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200cem, mischt, fiillt mit Wasser bis zur Marke auf, tibertragt sodann 
ldcem davon in ein anderes MeBgerat, fiigt 2cem 20°,ige NaOH dazu, 
fillt auf 40 cem mit Wasser auf, mischt und versetzt die Lésung mit 2 cem 
Nessler-Lésung. Das Resultat in mg N mu dann mit 20 multipliziert 
werden. In analoger Weise kann auch mit 10 ccm Nesslerisat gearbeitet 
1 


werden (2,5 bzw. 2,0 cem Fliissigkeit) mit | .9 bis '/,9, der Gesamtschwetel- 


sauremenge. 
Tabelle LI enthalt einige Beispiele, welche die befriedigende Uber- 
einstimmung gravimetrischer, refraktometrischer, titrimetrischer und 


photometrischer Eiweibstickstoffbestimmungen zeigen. Sie stammen 


zum Teil aus Blutseren, in welchen ein Anteil der Eiweifkérper (an- 
nihernd nur die Globuline) durch Salzfallung mittels Lithiumsulfat 
entfernt worden sind. Die Werte sind in Gewichtsprozenten angegeben. 
Die titrimetrische Methode war die iibliche Halbmikromethode. Die 
yravimetrische Bestimmung wurde nach Jendrassik und Krigl (4) baw. 
Jendrassik und Bokrétds (5) vorgenommen. 


Tabelle II. Vergleich verschiedener Methoden. 
EiweiBgehalt des untersuchten Serums bzw. Serumfiltrats in Prozenten 
(Gew.-Vol.). Mittelwerte aus je zwei Parallelbestimmungen. 





Refraktometrisch 
Gravimetrisch Photometrisch 
Volumetrisch 


6.55 6.57 

5,68 5,71 

6,34 6,25 

- 3,20 

: 2,01 

. 9 ee 
reits =,06 
6.99 


n im r ; 4.94 


599 


Osa 


5,17 a 5,13 


| II. Bestimmung von Eiweibfraktionen mittels Nesslerisierung. 
ube! 


hat Will man die Stickstoffbestimmung durch direktes Nesslerisieren 
etwa ausfiihren, so ist dazu die Verwendung von Ammonsulfat als Fallungs- 
gel mittel wegen seines unverhaltnismaBig hohen Ammoniakgehalts un- 
geeignet. Ein nachtragliches Verjagen, wie dies Cullen und van Slyke 
empfohlen hatten (6), ist schwierig ausfiihrbar. Gut brauchbar ist aber 
das von Howe (7) empfohlene Natriumsulfat, das nach der nétigen Ver- 
dimnung das Nessler-Reagens nicht stért. 

Da aber Natriumsulfat nur bei 37° in der nétigen Konzentration 
léslich ist und auch das Filtrieren im Warmeschrank vorgenommen 
werden mu, war es wiinschenswert, auch andere Salze auf ihre Brauch- 
barkeit zu untersuchen. Das Magnesiumsulfat erwies sich besonders 
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in Versuchen von Starlinger und Hartl (8) recht ungeeignet. Phosphat: 
kénnen mit Nessler-Reagens nicht zusammen angewendet wer.) 
ebenso Zinksalze. Die meisten Salze einwertiger Sauren sind schw.cly 
und unsichere Fallungsmittel. Das als einziges hochwirksame Kali). 
acetat ist wegen seines st6renden Einflusses auf die Veraschuny  \)) 
geeignet. 


Wir haben aus diesem Grunde Lithiumsulfat versucht!. Dieses s«|, 


lést sich in Wasser gut genug (bei 09°C: 35,5 g, 209: 34,52, 1000: 20. 
Li, SO, in 100 g Wasser). Es ist nicht hygroskopisch, durch Abwage; 


genau dosierbar, zur praktischen Verwendung vorziiglich geeigne 
Seine eiweibfaillende Eigenschaft hatte schon Hofmeister beschrieben (4 
und spaiter Howe noch eingehender untersucht (10). Nach Howy is; 
eine 2,2 mol. Lithiumsulfatlésung ebenso wirksam wie eine halbgesittivt; 
Ammonsulfatlésung (die zufallig genau 2,0 mol. ist). Da aber de 
Vergleich nur an Pferdeseren ausgefiihrt wurde, haben wir die Wirkunvs 
stirke auch an Seren von kranken Menschen miteinander vergliche: 
Dabei dienten als Grundlésungen eine 31,3°, starke und eine bei 
Zimmertemperatur gesattigte Lésung von kristallinischem Lithiun 
sulfat, welche in verschiedenem Verhaltnis mit Seren versetzt wurde: 
(meistens ein | vol. Serum + 9 vol. Salzlésung oder 1 vol. Serw 
19 vol. Salzlésung). 

Die verschiedenen Fallungen wurden mit halbgesattigtem Amimor 
sulfat verglichen, wobei die Endverdiinnung dieselbe, meistens | : 10) 
war. Der nicht gefallte EiweiBanteil wurde mittels unserer beschriebenen 
Methoden ermittelt. Die Bestimmungen erfolgten meist — gravime 
trisch (4,5), in einem Teil der Lithiumsulfatfallungen photometrisc! 
nach der oben angegebenen Arbeitsvorschrift. Einige Resultate sind 
in der Tabelle LIT zusammengestellt. 

Die Versuche zeigen, daB die Fallungsstarke des 2,2 mol. (28,2 ° igen 
Lithiumsulfats auch pathologischen Menschenseren gegeniiber der des 
halbgesattigten Ammonsulfats nahekommt, doch ist das Wirkunyg:- 
verhaltnis nicht konstant. Oft wirkt diese Lithiumsulfatkonzentratio: 
etwas schwacher, in anderen Fallen aber starker. Einmal erwies sic! 


sogar 25 °,iges Lithiumsulfat wirksamer als das halbgesattigte Ammon- 


sulfat. Das Lithiumsulfat verhalt sich in dieser Hinsicht ahnlich wie 


manche andere Fallungsmittel, deren Fallungskraft mit der des Ammon 


sulfats ebenfalls nicht parallel lauft. Solche Unterschiede wurden fir 


Magnesiumsulfat (8, 11), sowie fiir Natriumsulfat (11) beschrieben 
Erinnert man sich, wie verschiedene physiologische Wirkungen dies 


! Die ersten Ergebnisse wurden bereits auf der VIII. Tagung der ungai 
schen Physiologischen Gesellschaft am 27. Mai 1938 vorgefiihrt (3). 
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Tabelle III. Vergleich von Lithiumsulfat- und Ammoniumsulfat - 
fallungen. Nichtgefalltes EiweiB in Prozenten. 





Gesamt- ; 
Serum- eiwei8 1/y gesitt. Li, 80,-H,O 


NT. Bez. an.) 16.0 PoE es ; 
5 ; “* ’ ) Andere Konzentrationen 


6,52 ¢ 58 16 ¢ 98 
6,64 ~ >, ° 

2,26 9 36)>72 966 
248 “8 a6 =9 
2 66 
2.79 


5,13 2,75 (29,9) : by 


8,53|7°2, 446) <- (31,5): | 


5,71 
5.63 
5,82 
6,10 
4,90 
4,98 
5,43 
5,38 
4,95 
4,89 
5,00 
5,07 
5,10 
5,08 


5,67 (31,5) : 


1,07 


5,96 . (29,9): : (33,2): 099 1,00 


> 0 


4,94 (31,5): : 7 


4,94 
4,94 
4,88 
5,10 
4,95 
5,10 
5,09 28 5,62 
3,92 4.56 
4,75 5.08 
5,01 5,36 
4,45 
4,34 
6,66 2,23 2.27 
3,57 3,53 


4,73 4,00 


>o' — bo 


mm © 


. 


5,41 4.94 (25,0): 


“1-0 -) =) 


. 
-_ 
S 


4,92 4,99 


5,04 5.03 


7,65 
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19 


Salze ausiiben, und zwar nicht nur in quantitativer, sondern auch in 
qualitativer Hinsicht, so ist es gar nicht verwunderlich, ja sogar zu 
erwarten, da ihre Wirkung auf Eiwei8kérper auch in héheren Kon- 
zentrationen eine verschiedene sein wird. Da aber am gleichen Substrat 
die Wirkung eines Salzes doch gleich sein muB, weisen diese Unter- 
schiede darauf hin, daB entweder die Eiweibstoffe verschieden oder 
in manchen Seren andere, die Fallung beeinflussende Bedingungen 
(Substanzen) vorhanden sind. 

Die Fallung durch Lithiumsulfat bedeutet daher etwas anderes 
als die durch Ammonsulfat. Es besteht jedoch an sich kein Grund, die 
eine der anderen vorzuziehen. Zugunsten des Ammonsulfats spricht 
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nur, dab seine Anwendung besser erforscht ist, was aber fiir das Lithj 


sulfat vor seiner praktischen Anwendung als Fraktionierungsmit 


noch nachgeholt werden kann. 


Anhangsweise seien einige Beobachtungen iiber Eiweibtallung 
yveteilt, die wir an Krankenseren gemacht haben, aber aus auBeren Griinden 
vorderhand nicht eingehender erforschen kénnen. 

EinfluB der Serumverdiinnung. Schon seit Hofmeisters Untersuchi 
ven (9) ist bekannt, daB die EiweiBkonzentration des Reaktionsgemisc}); 
also die Serumverdiinnung, auf die Ammonsulfatfallung von merkbarer, 
EinfluB ist [Literatur vgl. bei Geill (11)]. Dieser Einflu® ist derart, dai, 
héherem EiweiBgehalt (1:2, 1:4 Verdiinnung) des Gemisches die Falluny 
starker ist, wahrscheinlich weil der Niederschlag durch Adsorption weit: 
EiweiBmengen mit sich reiBt. 

Diese Verhaltnisse haben wir an einigen Krankenseren sowohl! 
Lithium- wie Ammoniumsulfat nachgepriift. Verdiinnungen oberhalb | : 20 
waren ohne Einflu8. Die Fallung (Lithiumsulfat) war bei 1: 20, 1:40 und 
1: 80 verdiinnten Seren immer gleich stark. So war z. B. der durch 28,2 
Lithiumsulfat nicht gefallte EiweiBanteil, photometrisch ermittelt : 

Serum A. GesamteiweiB, 6,65° ig (1: 10 verdiinnt) 4,539 >; (1: 20) 4,55 
(1: 40) 4,50%; (1: 80) 4,55 %. 

Serum B. GesamteiweiB, 9,20°,ig (1: 10 verdiinnt) 3,50°,; (1: 20) 3.40 
(1: 40) 3,40%; (1: 80) 3,60%. 

Bei Verdiinnungen zwischen 1: 6 und 1: 20 ergaben sich aber in einigen 
Fallen wesentliche Unterschiede. So war z. B. bei Verwendung von halh 
gesattigter Ammonsulftalésung (1 Volumen Serum + 2 Volumen H,0O 

3 Volumen ges. Ammonsulfat) der in Lésung gebliebene Eiweibanteil, 
gravimetrisch bestimmt: 
Serum C, (1: 6 verdiinnt) 5,04 und 4,94°,, Mittel 4,99°.; (1: 10) 5,16 und 
5,16%, Mittel 5,16%. 
Serum D, (1: 6) 4,38 und 4,36°,, Mittel 4,37°,; (1: 10) 4,81 und 4,81 
Mittel 4,81°,. 

Bei Lithiumsulfatfallung (28,2°, Endkonzentration): 

Serum E, (1: 10) 5,03 und 5,03°,, Mittel 5,03°.,; (1: 20) 4,14 und 4,33 
Mittel 4,24°,. 

Bemerkenswerterweise ist die Fallung hier, im Gegensatz zu den 
Angaben der Literatur (vgl. bei Geill, 1. ec.) in geringeren EiweiBkonzentra 
tionen vollstandiger. Dasselbe Serum zeigte mit Ammonsulfat untersucht 
in denselben Verdiinnungen keinen Unterschied. 

In einigen Fallen haben wir den EinfluB der Temperatur auf die Salz- 
fallung untersucht, und zwar sowohl bei Ammonium., wie bei Lithiumsulfat. 
Ubereinstimmend mit den Angaben des Schrifttums finden wir, da® die 
Fallungsergebnisse zwischen 10 bis 25° dieselben sind, héhere Warmegrade 
(37 bis 40°C) aber in einzelnen Fallen Abweichungen verursachen kénnen. 
So ist die Fallung mit Ammoniumsulfat bei héherer Temperatur manchma! 
schwacher, mit Lithiumsulfat schwacher oder starker als bei Zimme! 
temperatur. 

So war z. B. der nicht gefallte EiweiBanteil in Prozenten in demselben 
Blutserum (Gy. J., 13. Juli 1939): 

Lithiumsulfat, 28,2 ig ... (17°) 5,13°,; (25°) 5,03%; 
Ammonsulfat, halbges. .... (17°) 4,959; (25°) 5,03°.; 

Bei Ammonsulfat war also die Differenz hier besonders groB. Kranken- 

seren folgen daher auch hier keiner allgemeinen Regel, sondern verhalten 
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h verschieden. Die gefundenen Temperatureinfliisse stéren im allgemeinen 
icht, da man in Laboratorien in gemaBigtem Klima so starken Temperatur- 
-ehwankungen nicht ausgesetzt ist. 

Wir untersuchten auch die Frage, ob man die fraktionierende Salz- 
filling vorteilhaft unter Sdttigen des Reaktionsgemisches mit diberschiissiger 
Borséure vornehmen kénnte. Den EinfluB8 der Borséure haben wir sowohl 
ei Lithium-, wie Natrium- und Ammoniumsulfat untersucht. Hierbei 
wurde zum Serum vor der Fallung Borséurepulver in UberschuB zugesetzt, 
ind auch das verwandte Wasser und die Salzlésung mit Borséure gesattigt. 
\uf Grund des bekannten Einflusses der Wasserstoffionenkonzentration 
wf die Fallung mit Neutralsalzen (Literatur vgl. Gell, 1. ¢.) war in An- 


wesenheit von Borsaéure eine starkere Salzfallung zu erwarten. Dies findet 


ber nach unseren Versuchen nur in einem Teil der Faille statt. Beispiele: 


Serum K. B. (22. Juni 1939) (der nicht gefallte Eiweibanteil gravi- 
metrisch bestimmt). 


Lithiumsulfat, 31,5 °,ig 4,70 und 4,75 %, Mittel 4,73 °, 
*s 31,5 %ig 4 ee | ere | A = 1,45 % 
Halbges. Ammonsulfat G0 o« 0% %o- - 446°, 


Serum Z. J. (4. November 1939) (photometrisch). 
Lithiumsulfat, 28,2 °,ig 3,60 und 3,62°,, Mittel 3,61°, 
Ms 24,7 ° ig 4 cee Spee 55 Se he tos ie ee Fo 
22,5 % ig + ‘ as BOS 5, 448%; 4,50% 
20,2 cig + ere ae eee 
Natriumsulfat, 18,0 °,ig TiO oo: GOO os ‘ 3,85 ° 
os 18,0°,ig + Borséiure ... 4,18 ,, 4,08°,, ~~ eke 
Ammonsulfat, halbges. (gravimetrisch).. 4,81 ., 4,81, » S8n% 
(GesamteiweiB, gravimetrisch 7,50 und 7,50°,, Mittel 7,50°,,) 
Serum M.J. (6. November 1939) (gravimetrisch). 
Ammonsulfat, halbges. 4,43 und 4,41 °,, Mittel 4,42°, 
a a 452 ,, 404"; ©, 08° 
Natriumsulfat, 18 °,ig wy SEO fox 3s “28% 
18°, ig + G20 » £80 % a 4.33% 
(GesamteiweiB 6,56 und 6,46°,, Mittel 6,51 °,) 


._ Serum B.J. (6. November 1939) (gravimetrisch). 

Natriumsulfat, 18 ig .. 4,02 und 3,96%, Mittel 3,99 °, 
‘ 18 % ig + Borsaure 2 Bates ww. BaP fo 

Ammonsulfat, halbges. : os Ce os. an. Geter Zo 


(GesamteiweiB 5,78 und 5,82 °,, Mittel 5,80 9) 


). Serum Sz. R. (7. November 1939) (gravimetrisch). 


Lithiumsulfat, 28,2 ° ig 5,56°., Mittel 
28,2%ig + Borséure ... 5,22 ,, 5,25%, 
24,75% ig 4 te pe 6.00 °,,, 
22,5%ig + i <n 6,35 %, 
yi 19,8° ig + , ery fo ea iy 
Natriumsulfat, 18 °,ig 5, 
18°.ig + Borséure &, ~: (Oe os 


90 
» Os 


Ammonsulfat, halbges. 5, 5,08 °,,, 
oe a + Borséure .... 4,92 ,, 4,86 , 


(GesamteiweiB 7,65 und 7,65°,, Mittel 7,65°,,) 











L. Jendrassik u. A. Polgar: 


Unsere Versuche zeigen, daB der EinfluB der Borsauresatt ivy. 
nach Salz und Serum in quantitativer sowie in qualitativer Hinsich 
verschieden sein kann. Die Lithiumsulfatwirkung wird durch Bors: 
verstarkt, meist aber nur in geringem Grade. Ammonsulfat ver}); 
sich dem Lithiumsulfat ahnlich. Die Wirkung von Natriumsulfat wir 
durch Borséure meistens nicht verstairkt, 6fters sogar abgeschwacht 
Eine Verstarkung scheint in den Seren vorzukommen, in welchen «a, 
Natriumsulfat (im Vergleich zu Ammonsulfat und Lithiumsu!fat 
schwacher als gew6hnlich wirksam ist. In mehreren Seren finden wi: 
das Natriumsulfat bedeutend starker wirksam als Howe, nach desse 
Angaben dieses Salz als Fraktionierungsmittel Verwendung findet 


Eine 18 °,ige Natriumsulfatkonzentration (9 Teile 20 °,iger Na, SO, an! 
auf 1 Teil Serum 18°) wirkt bei Zimmertemperatur meistens stirke: 
als die halbgesattigte Ammonsulfatlésung, obgleich (nach Howe) ein: 
21,5°%,ige Endkonzentration (bei 38°) zur gleichstarken Wirkung nétic 
sein sollte. In solchen Fallen findet man keine Verstaérkung durch Bor- 
saure. Verstarkung fanden wir bisher nur dann, wenn in dieser 18 °. ive: 
Endkonzentration die Wirkung des Natriumsulfats schwacher als ci 
des halbgesattigten Ammonsulfats war. 


Die Borséuresattigung zeigte daher auf Grund unserer Versuche bei 
der Salzfraktionierung keine besonderen Vorteile. Die Unterschiede aber 
welche bei ihrer Anwendung in den einzelnen Seren auftreten, ebenso 
jene, welche bei den Salzen allein auftreten, sind einer weiteren Unte: 


suchung wert, da es méglich ist, daB sie auf wesentlichen Unterschiede: 


der Plasmaproteine oder anderen charakteristischen Einfliissen andere: 
Bestandteile der Seren beruhen. 


Zusammenfassung. 


1. Die photometrische Stickstoffbestimmung nach Jendrassik wii 
Cleghorn wird dem Violettlicht der Quecksilberlampe (Filter Hg 436 
angepaBt, in welchem Extinktion und Konzentration einen lineare 
Zusammenhang zeigen. , 

2. Die Stickstoffmethode wird fiir Mikro-, Halbmikro- und Makr 
eiweibbestimmung ausgearbeitet. 

3. Zur Trennung von EiweiBfraktionen in Verbindung mit phot: 
metrischen Bestimmungen wurde Lithiumsulfat erprobt und brauch ba: 
gefunden. 

4. Es wurde der EinfluB der Verdiinnung, der Temperatur, der 
Sattigung mit Borsaure auf die Salzfallungen untersucht. Seren Kranke! 


verhalten sich verschieden. 
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Hiimoglobin und Oxydationsprodukte des Anilins, 
(Nitrosobenzolhimoglobin.) 
Von 
Fritz Jung. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin 
(Eingegangen am 26, April 1940.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Phenvihydroxylamin, wie Nitrosobenzol, beides Stoffwechs 
produkte des Anilins, werden ebenso fiir therapeutische Wirkungen vo 
Anilinderivaten wie fiir Vergiftungsmechanismen verantwortlich 
macht (1,2). Phenylhydroxylamin bildet in vivo wie in vitro se} 
kraftig Methamoglobin, wahrend die analoge Wirkung des Nitroso 
benzols bisher nur in vivo gezeigt wurde. Ein genaueres Studium der 
Reaktion des Nitrosobenzols mit Blutfarbstoff lieferte bemerkens 
werte Befunde. 

A. Nitrosobenzolhimoglobin. 


1. Bringt man Nitrosobenzol mit Oxyhamoglobinlésungen zu- 
sammen, so farben sich diese fast augenblicklich dunkel. wie schon 
friiher beobachtet wurde (2). Man hat diesen Vorgang meist als eine 
Reduktion gedeutet, deren Mechanismus allerdings schwer zu erklaren 
ware; Nitrosobenzol laBt sich namlich leicht reduzieren, kommt abet 
als Reduktionsmittel kaum in Frage. Jedoch erscheint das Reaktions- 
gemisch mit Hamoglobin violett, auch zeigt es einen Verlauf der Licht- 
absorption, wie er uns etwa vom Hamoglobin selbst bekannt ist. Bei 
langerem Stehen des Gemisches kann man eine neue Absorptionsbande 
im Roten finden. Da sie in ihrer Lage der Methamoglobinbande ent- 
spricht, haben Heubner, Rolf Meier und Rhode (2), die diese Reaktion 
schon einmal untersuchten, an das Auftreten von Methamoglobin 
gedacht. Eine entsprechende Dunkelfarbung des Blutes auf m-Nitroso- 
benzol hat auch Lipschitz (3) bemerkt. Doch erfolgt hier sehr rasch 
eine starke Methamoglobinbildung, die das urspriingliche Bild verdeckt 
Das mit Nitrosobenzol behandelte Hamoglobin nimmt auch bei langerem 
Schiitteln mit Luft keinen Sauerstoff mehr auf. Ebenso verhalt sich 
mit Phenylhydroxylamin reduziertes Methamoglobin. Der Bestatigung 
dieser alteren Beobachtungen (2) konnte folgendes zugefiigt werden 
Durch langeres Behandeln mit reinem Kohlenoxyd im Tonometer abt 
sich doch eine Aufnahme von CO erreichen, dagegen entweicht dieses 
an Luft wie der Sauerstoff in nicht allzu langer Zeit. Nach diesen 
Beobachtungen war zu vermuten, daB Nitrosobenzol mit Hamoglobin 
eine Verbindung bilde. 
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Kin solcher Gedanke liegt nicht gar zu fern. Wir wissen seit einigen 
Jahren. daB Hamoglobin sich nicht nur mit Sauerstoff, CO und NO zu- 
.ammenlagern kann; so beschreibt Warburg (4) eine Carbylaminverbindung 
des Hamoglobins.. Er nimmt in derselben Arbeit sogar an, da® alle Iso 
nitrie abnlich reagieren. Sein Carbylaminhamoglobin zeigt eine Licht 
absorption mit einer Doppelbande im Griinen, wodurch es sich an die Seite 
des Oxvhamoglobins stellt. Die Blausiéureverbindung des Hamoglobins 
mit zweiwertigem Eisen) wurde schon von manchen Autoren beobachtet, 
aber nicht eingeordnet. In jiingster Zeit geben FP. Stitt und C. D. Coryell (5) 
einigen AufschluB tiber sie, sowie iiber ihre physikalischen Konstanten. Auch 
bei dieser Verbindung sieht die Lichtabsorption der des Oxyhamoglobins 
sehr Aahnlich. (Die Verbindung ist nicht mit Cyanhamoglobin im bisherigen 
Sinne, d. hh. Cyanmethamoglobin, zu verwechseln; nach den Autoren ist 
auch zur Bildung ihrer Blauséiure-Ferrohimoglobinverbindung eine viel 
hohere HC N-Konzentration notwendig als bei Blausaure-Ferrihamoglobin, 
dem Cyanmethamoglobin.) 

2. Die Frage der etwaigen Reduktion des Oxyhamoglobins durch 
Nitrosobenzol war bereits oben ablehnend besprochen worden. Jedoch 
wurde noch durch manometrische Messungen ausdriicklich gepriift, ob 
bei der Reaktion zwischen den genannten Verbindungen Sauerstoff 
verbraucht wird. 

Die Anordnung entsprach etwa der Hamoglobinbestimmung nach 
Haldane- Barcroft. Doch wurde ein ReaktionsgefaB mit zwei Ansatzen 
verwandt. In der einen Seitenbirne befand sich Ferricyankalilésung, 
in der andern dagegen Nitrosobenzol in alkoholischer Lésung oder 
alkoholisch wasseriger Suspension. 

Eine quantitative Durchfiihrung der Versuche zeigte sich als 
unméglich. Unmittelbar nach dem Einfiillen des Nitrosobenzols in den 
Ansatz begann sich bereits das Blut im Hauptraum dunkel zu farben. 
Die so verfarbten Lésungen zeigten sich bei Zusatz von Ferricyankalium 
schon weitgehend gasfrei. Bei raschem Arbeiten lieB sich sofort nach 
AbschluB der AuBenluft ein schnelles Wandern der Manometer ver- 
folgen. Da Nitrosobenzol bei Zimmertemperatur schon einen erheb- 
lichen Dampfdruck besitzt, nehme ich an, daB der Stoff bereits wihrend 
der Versuchsvorbereitung in die Hamoglobinlésung diffundiert. Mit 


Kohlenoxydhamoglobin reagiert Nitrosobenzol an der Luft nur sehr 
mi e ° ‘ e % ve 
langsam; daher laBt sich mit diesem die Uberwanderung des Nitroso- 


benzols durch den Gasraum am Manometer sehr schén_ verfolgen 
(Versuchsbeispiel 1). 

Wir halten fest, daB bei der Reaktion von Nitrosobenzol mit Oxy- 
hamoglobin Gas frei wird. In weiteren Versuchen lieB sich dann zeigen, 
daB der Sauerstoff des Oxyhamoglobins quantitativ wiedergewonnen 
werden kann (Durchfiithrung im van Slyke-Apparat mit der iiblichen 
Methodik, siehe Beispiel 2). 

Mit diesen Befunden erledigt sich die friihere Vorstellung einer 
Reduktion endgiiltig. 
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3. Als nachstes wurde das molare Verhaltnis des reagierendey 
Nitrosobenzols zum Hamoglobin bestimmt. Dabei muBte CO-Himo 
globin in Stickstoffatmosphare verwandt werden (vgl. Versuch 3). ky 
ergab sich, daf& je ein Aquivalent Hamoglobin mit einem Molekii 
Nitrosobenzol reagiert. 

C,H;NO + CO-Hb = C,H,NO-Hb + CO. 


Da es sich hier wohl um ein Gleichgewicht handelt, ist nur bei sely 
geringem CO-Druck die theoretische Menge der Nitrosobenzolverbinduny 
gegenwartig. 

Im folgenden soll die entstandene Verbindung als Nitrosobenzo! 
hamoglobin bezeichnet werden. 

4. Wie schon gesagt, besitzt das Nitrosobenzolhamoglobin ei, 
eigentiimliche violette Farbe. Wird bei vollsténdigem Ausschlul} vo) 
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Abb. 1. Lichtabsorption des Himoglobins und seiner Verbindungen mit O., CO 
und Nitrosobenzol. 
(Ausgezogen: dick Hb, dinn CO-Hb. Gestrichelt: diinn O.-Hb, dick C,H; N O-Hb). 
Abszisse: Wellenlinge in mu. Ordinate: log « in willkiirlichen Kinheiten. 


Sauerstoff und Kohlenoxyd Nitrosobenzol mit Haimoglobin zusammen- 
gebracht, so ist die geringfiigige Farbanderung mit dem Auge kaum 
‘bemerken. Im Handspektroskop zeigt sich bei geniigender Verdiinnuny 
eine Verbreiterung und Aufspaltung der Hamoglobinbande. Abb. | 
gibt das entsprechende Spektrophotogramm. 

Die Kurve ist mit dem Spektrodensographen der Firma Zeiss-Ih: 
aufgenommen. Sie zeigt das Nitrosobenzolhamoglobin neben dem Ham 
globin und seiner O,- wie CO-Verbindung. Die Hamoglobinlésung wwii 
durch Evakuieren im Van Slyke, also ohne Reduktionsmittel, gewonne 
dort wurde auch das Nitrosobenzol eingebracht. Die Messung erfolgte 
einer luftleer gemachten Kiivette. 

Das Nitrosobenzolhamoglobin zeigt zwei nicht sehr ausgesprochen 
Maxima im Griinen bei 542 und 567 mu. Die Einsenkung dazwische 
ist sehr gering. Die Banden liegen auch viel niher zusammen als bein 
Oxyhamoglobin. Die Kurve sieht in ihrem Verlauf dem Stickoxyd. 
hamoglobin sehr ahnlich, was chemisch auch einleuchtend sein mag 

Wird Nitrosobenzol zu Oxyhamoglobin zugesetzt, so erhalt mai 
dieselbe Extinktionskurve (Abb. 2). Bei den verwandten Blutkorper- 
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chenhamolysaten laBt sich aber schon nach kurzer Zeit eine zusitzliche 


Absorptionsbande im Roten, etwa bei 640 mu, bemerken. Heubner, 
Rolf Meier und Rhode (2) hatten dies ebenfalls schon gesehen und als 


Methamoglobinbildung gedeutet. Doch geniigt diese Erklarung nicht 
villig, da bei Zugabe von Kaliumcyanid sich die Bande kaum verandert 
Abb. 2). 














A— YL 
Abb. 2. Veriinderung des Nitrosobenzolhimoglobins an der Luit, Reaktion mit Kaliumeyanid. 
Ausgezogen: C,H, NO-Hb. Gestrichelt: obere Kurve nach Stehen an Luft. 
Untere Kurve ebenso nach Zusatz von KCN. 


5. Nicht nur das Nitrosobenzol vermag sich mit dem Hamoglobin 
m verbinden. Wie schon. Lipschitz (3) bemerkte, zeigt auch m-Nitro- 
nitrosobenzol ein ganz ahnliches Verhalten. Auch hier kann man die 
eigentiimliche Doppelbande im Roten sehen. Doch folgen rasch andere 
Umsetzungen, die auch bei reinen Haimoglobinlésungen zu Methamo- 
globin fiihren. Die entsprechende o- wie p-Verbindung gibt dagegen 
sofort Methamoglobin. Aus den sonstigen chemischen Eigenschaften 


550 500 
A-—> mp 


\bb. 3. Nitrosobenzolhimoglobin (1) und Nitrosotoluolhimoglobin (2); die beiden Kurven haben 
verschiedene Nullpunkte, um sie besser zu trennen (dieselbe Konzentration) 


dieser Isomeren laBt sich das ein wenig verstehen. Sie gehen namlich 
beide, schon mit Glucose, leicht in das entsprechende Nitrophenyl- 
hydroxylamin iiber. Dieses ist aber ein sehr kraftiger Methimoglobin- 
bildner. Die m-Verbindung reagiert nicht in dieser aktiven Weise (6). 

p-Nitrosotoluol wurde aus Nitrotoluol iiber das Tolylhydroxylamin 
yewonnen und durch Wasserdampfdestillation und Umkristallisieren 
vereinigt; es gibt eine ganz entsprechende bestandige Hamoglobin- 
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verbindung. Die Lichtabsorption ist der des Nitrosobenzolderivats « 
ahnlich, vgl. Abb. 3. Auch das Nitrosomesitylen scheint ahnlic} 
reagieren. 

Ganz anders verhalten sich p-Nitrosodimethvlanilin und p-Nitros 
phenol. In geringen Konzentrationen rufen sie iiberhaupt keine Ve 
anderung am Blutfarbstoff hervor, nach sehr langem Einwirken sie); 
man etwas Methamoglobin. Gr6Bere Konzentrationen des Phenol 
fiihren nur zu Eiwei®fallungen. Die beiden ziemlich gefarbten \¢, 
bindungen lassen sich auch als Strukturen ohne Nitrosogruppe mii 
einer chinoiden Form auffassen. Vielleicht ist das die Ursache ihre. 
andersartigen Verhaltens. (Man kennt auch keine entsprechende 
Phenylhydroxylamine.) Beide Verbindungen bilden in vivo an Ratt 
nicht merklich Methamoglobin. 


B. Phenylhydroxylamin und Hiamoglobin. 

1. Die Reaktion des Phenylhydroxylamins mit Oxyhamoglohi 
wurde vor langerer Zeit von Heubner, Rolf Meier und Rhode (2) unter 
sucht. Ihr Ergebnis laBt sich in der Reaktionsgleichung 

2C,H;NHOH + 20,Hb = 2HbOH + C,H,;N=NC,H; + 0, + H,0 
O 
zusammenfassen. Intermediar kommt es dabei zur Bildung von aktiven 
Sauerstoff. Die Umsetzung stellt nur einen Sonderfall der einfache: 
Reaktionsgleichung von Bamberger fiir die Umsetzung einer wasserige: 
Phenylhydroxylaminlésung an Luft dar. Wie von Bamberger erkann' 
wurde, entsteht das Azoxybenzol erst in zweiter Linie durch Zu 
sammenlagern des zuerst gebildeten Nitrosobenzols mit noch frischen 
Phenylhydroxylamin, 
C,H;NHOH + O, = C,H;NO + H,O,. 

Es ist lediglich eine Frage der Konzentration und des Oxvydation- 

mittels, ob Azoxybenzol oder Nitrosobenzol vorziiglich entsteht. M: 


Ferrichlorid kann man eine quantitative Uberfiihrung in das letzten 


erzielen. Damit laBt sich neben die obige Gleichung die zweite setze1 
C,H,NHOH + 20,Hb = C,H,NO + 2 HbOH + O,. 

Ein Umsatz nach dieser Gleichung laBt sich aber experiment: 
nicht auf einfache Weise realisieren. Doch kann man das entstehen¢ 
Nitrosobenzol an seinem charakteristischen Geruch ohne weitere: 
erkennen. 

2. Die grundsiatzlich méglichen Arten der Reaktion lassen sic! 
dagegen mit Methaimoglobin durchfiihren. Je nach den Versuch 
bedingungen reduziert ein Molekiil Phenylhydroxylamin bald ein, ba! 
zwei Aquivalente Methamoglobin. 
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a) Fiir die erste Méglichkeit arbeiten wir dauernd unter Kohlen- 
oxyd von Atmospharendruck bei strengem SauerstoffausschluB8. Dann 
kann sich das entstehende Nitrosobenzol nicht mit dem Hamoglobin ver- 
hinden und es wird infolgedessen nicht vor einer Reaktion mit dem 
Phenylhydroxylamin gesichert. Es bildet sich also leicht Azoxybenzol. 

Ein Beispiel zeigt Versuch 4. Bei Zugabe von einer bestimmten 
Menge Phenylhydroxylamin steigt die Kohlenoxydkapazitét des Hamo- 
globin-Methamoglobingemisches um die aquimolekulare Menge. Wir 
diirfen also niederlegen: 
20,H;NHOH + 2HbOH + 2CO = 2COHb + C,H|,N=NC,H, + 3H,0. 

O 

b) Fiir die andere Méglichkeit fiihren wir die Reaktion ohne 

(‘0-Uberdruck, doch in sauerstofffreier Lésung durch. Ferner wird 


eine sehr konzentrierte Methamoglobinlésung verwandt. Die reduzierte 
Menge Methamoglobin wird nachtraglich wieder an der Anderung der 
Kohlenoxydkapazitat bestimmt. Durchfiithrung siehe Versuch 5. Dies- 
mal reduziert ein Molekiil Phenylhydroxylamin zwei Aquivalente 


Methamoglobin. Wir werden also schreiben: 
C,H;NHOH + 2 HbOH = C,H,NO + 2Hb + 2H,0. 


Das auftretende Nitrosobenzol kann man sowohl an dem Spektrum des 
entstehenden Nitrosobenzolhamoglobins, wie an seinem auffallenden 
Geruch erkennen. Wird statt der CO-Kapazitaét die Anderung der 
Lichtabsorptionsbande des Methamoglobins verfolgt, so kann unter 
entsprechenden Bedingungen dasselbe Ergebnis erhalten werden. Die 
Beobachtung erfolgte im Spektrodensographen; die Anderung der 
Lichtabsorptionskurve bei Kaliumcyanidgabe war ein Ma fiir den 
Methamoglobingehalt. 

Wird Phenylhydroxylamin an Luft zu einer Methamoglobinlésung 
vegeben, so ist die Zahl der Reaktionsméglichkeiten vielfaltig und man 
kann kein stéchiometrisches Verhaltnis erwarten. Z. B. iiberlagert sich 
den geschilderten Reaktionen eine Reoxydation des eben gebildeten 
Hamoglobins. 

3. Phenylhydroxylamin reagiert mit Hamoglobin bei Sauerstoff- 
abwesenheit zunachst nicht. Bei langerem Zusammenstehen mit einer 
Lisung von Blutkérperchen zeigt sich jedoch ein langsamer Ubergang 
in Nitrosobenzolhimoglobin. Dieses laBt sich spektrophotometrisch 
erkennen. Wahrend die frisch hergestellte Mischung bei Zugabe von 
Sauerstoff sofort Methimoglobinbildung zeigt, fallt diese jetzt aus (2). 
Man kann sich den Vorgang auf zweierlei Weise deuten: 

a) Das Phenylhydroxylamin reagiert mit einem zweiten Molekiil unter 
Bildung von Anilin und Nitrosobenzol. Eine solche Umsetzung ist bei 


Erhitzen in wasseriger Lésung auch méglich. In der Lésung nach der 


Biochemische Zeitschrift Band 305. 17 
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Reaktion von Hamoglobin mit Phenylhydroxylamin bei Sauerstoffabwesey 
heit konnte ich tatsachlich diazotierbare Substanz nachweisen, doch kénnt, 
es sich auch um ein Aminophenol handeln. 

b) Das Phenylhydroxylamin reduziert irgendwelche Gruppen der yor. 
handenen Blutkérperchenlésung (z. B. Disulfidgruppen) und geht dabei jy 
Nitrosobenzol iiber. 

4. Phenylhydroxylamin reagiert mit Kohlenoxydhamoglobin ebey. 
sowenig wie mit Nitrosobenzolhamoglobin. 

5. Andere Hydroxylamine, wie die Tolylverbindung, reagierey 
grundsatzlich genau so wie das Phenylhydroxylamin. Langsamer 
erfolgt der Vorgang beim Mesitylhydroxylamin. Doch kann man auch 
hier sowohl die Methamoglobinbildung wie dessen Reduktion in ein. 
fachen Versuchen bestatigen. Sehr rasch und kraftig reagieren die dre; 
Nitrophenylhydroxylamine mit dem Hamoglobin. 


(. Weitere Umsetzungen des Nitrosobenzolhimoglobins. 


1. Als echte Hamoglobinverbindung laBt sich Nitrosobenzol- 
hamoglobin mit Ferricyankalium sofort in Methamoglobin iiberfiihren 

2. Wird zu einer Lésung von Nitrosobenzolhamoglobin an der Luft 
Ascorbinsaure gegeben, so beobachtet man ebenfalls eine Methamoglobin- 
bildung. Diese laBt sich durch die spezifische Reaktion der Rotbande 
mit Kaliumcyanid sicherstellen. Eine einfache Erklarung folgt aus der 
Tatsache, daB die Nitrosobenzole mit Ascorbinséure augenblicklich in 
Phenylhydroxylamin iibergehen. 

3. Bei lingerem Stehen an der Luft, noch besser bei Durchleiten 
von Sauerstoff zeigt sich in der Lichtabsorptionskurve eine Bande im 
Roten. Diese kann nicht von Methamoglobin herriihren, denn sie 
andert sich nicht mit Kaliumeyanid. Wir werden die entsprechende 
Verbindung zu dem Kreis der Verdohamochromogene rechnen ; bei deren 
Entstehung kann ja, wie friiher gezeigt wurde, das Phenylhydroxylamin 
eine Rolle spielen (7). Doch fehlt dem hier erhaltenen Stoff die be- 
zeichnende Reaktion mit Kohlenoxyd. Wird aber ein mit H,0O, her- 
gestelltes Verdohaimochromogen statt mit Hydrosulfit mit Pheny!- 


hydroxylamin reduziert, so reagiert es auch nicht mehr mit Kohlenoxyd 
Ein Zusatz von Nitrosobenzol zu verdohamochromogenhaltigem Blut 
einer Kranken verhinderte ebenfalls die CO-Reaktion dieses Verdo- 
hamochromogens. Wir vermuten also, daB sich analog dem Hamo- 
globin auch Verdohamochromogene mit Nitrosobenzol verbinden 


kénnen. 

4. Man kann Nitrosobenzolhamoglobin auch in intakten Blut- 
kérperchen erhalten, wobei schon das Schiitteln mit dem Dampf ce! 
Substanz geniigt. Doch ist es in frischen Blutkérperchen merkwiirdiger- 
weise nicht haltbar. Wir sehen in wenigen Minuten eine deutliche 
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Braunverfarbung auftreten, es kommt zu einer intensiven echten Met- 
hamoglobinbildung. Sind die Blutkérperchen schon einige Tage alt, so 
jalt sich das Nitrosobenzolhamoglobin. Werden wahrend des Ein- 
wirkens des Dampfes die Blutkérperchen mit Wasser hamolysiert, so 
ist das Nitrosobenzolhamoglobin bestandig und man bekommt lediglich 
im Laufe der Zeit die schon geschilderte langsame Verdohamochromogen- 
pildung. Eine Deutung dieser Befunde ist durch die Annahme méglich, 
daB sich reduzierende Prozesse innerhalb der Blutkérperchen abspielen, 
die jedoch bei der Auflésung ausgeschaltet werden. Der Befund wiirde 
dann etwa dem Vorgang entsprechen, den ich oben fiir Ascorbinsaéure- 
qusatz erwahnt habe. Wir erinnern uns an dieser Stelle an eine andere 
eiventtiimliche Beobachtung. In hamolysiertem Blut geht Hamoglobin 
ziemlich rasch in Methamoglobin iiber, wahrend es sich in intakten 
Blutkérperchen sehr lange halt. (Nach einer miindlichen Mitteilung von 
Prof. Oettel, Shanghai.) Auch hier ist man genétigt, an irgendwelche 
Reduktionswirkungen zu denken, die in der unzerstérten Zelle wirk- 
sam sind. 

5. Nitrosobenzolhamoglobin im Tierkérper ist nicht bestandig. 
Gibt man einer Ratte eine methimoglobinfreie Aufschwemmung von 
sehr alten Blutkérperchen mit Nitrosobenzolhamoglobin, so kann man 
schon unmittelbar nach der Injektion keine Spur desselben mehr finden. 
Dafiir hat aber eine sehr kraftige Methamoglobinbildung eingesetzt. 
In zwei weiteren Versuchen habe ich einer Ratte Nitrosobenzolhamo- 
globin in physiologischer Kochsalzlésung intravenés  verabreicht. 
AnschlieBend wurde dem Tier Blut entnommen und das Plasma von 
den Blutkérperchen getrennt. Es zeigte sich, da das im Plasma befind- 
liche fremde Hamoglobin in ein Gemisch von Oxy- und Methamoglobin 
iibergegangen war, wie es etwa zu erwarten war, Aber auch in abzentri- 
fugierten Blutkérperchen war Methamoglobin entstanden, und zwar 
etwa in demselben Bruchteil. Das Nitrosobenzolhamoglobin ist somit 
nicht direkt in Methamoglobin iibergegangen, sonst hatte alles extra- 
cellulaire Hamoglobin in der oxydierten Form vorgelegen, vielmehr 
ist vermutlich aus ihm erst der eigentliche Methamoglobinbildner ent- 
standen. Dieser kann dann frei diffusibel auch in den Blutkérperchen 
seine Wirkung entfalten. Wir werden ihn wohl nicht zu Unrecht im 
Phenylhydroxylamin annehmen diirfen. 


Mit den im vorstehenden geschilderten Beobachtungen haben wir 
die Méglichkeit, uns einen Kreisproze der Methamoglobinbildung 
geschlossen vorzustellen. 

Bei Gegenwart von Sauerstoff, Blutfarbstoff und Phenylhydroxyl- 
amin bildet sich sehr rasch aktiver Sauerstoff (Hydroxylradikale, 


Hydroperoxyd) und Nitrosobenzol. Eine zweite Phase der Reaktion 


ie 
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liefert Methamoglobin und Nitrosobenzolhamoglobin. Das letztere \ jr) 


durch reduzierende Stoffe im Innern der Blutkérperchen (z. B. Ascor}jn. 


siure, Thiolkérper) wieder in Hamoglobin und Phenylhydroxy|; mi; 
verwandelt. Damit beginnt der Vorgang mit Sauerstoff von neuer 
Auf diese Weise wird verstandlich, daB eine bestimmte Menge Pheny} 


hydroxylamin (oder Nitrosobenzol) imstande ist, ein Vielfaches seine 
Molzah! in Methamoglobin umzuwandeln. Selbstverstandlich gilt das 
gleiche fiir Anilin wie Nitrobenzol und in analoger Weise fiir ihre Sy}, 
stituenten, unter denen Dinitrobenzole und Sulfanilamide von be. 
sonderer praktischer Bedeutung sind. 

Dieser anzunehmende Kreisproze8 wird im Organismus solany 
weiterlaufen, bis die beiden Stoffe sich entweder selbst als Azoxybenzo 
unwirksam machen, oder auf andere Weise ausgeschieden sind. Z) 
erwigen ware ferner eine Erschépfung der Reduktionskraft der Blut 
kérperchen. 

Die dargelegte Vorstellung soll nicht ausschlieBen, daB an Stelle de 
einen der beiden in Frage stehenden Substanzen auch ein Radikal vo) 
einer zwischen ihnen stehenden Oxydationsstufe tritt; der Kreisprozeti 
wiirde dann kiirzer, namlich nicht zweistufig, verlaufen. 

Eine Vermutung von besonderem Reiz ist noch, da vielleicht 
eben die Vorginge, die das Hamoglobin im physiologischen Geschehen 
vor der Oxydation schiitzen und etwa gebildetes Methamoglobin 
restituieren, bei der Vergiftung verhangnisvoll werden. Man kénnte 
sich denken, daB gerade sie es sind, die das Nitrosobenzol stets von 
neuem reduzieren und damit aktivieren. 

Die Bedeutung der Eigenschaft des Nitrosobenzols, sich mit den 
Hamoglobin zu verbinden und es so seinen eigentlichen Funktionen zu 
entziehen, kénnte noch in anderer Richtung interessieren. Da das 
Kohlenoxyd unter Umstanden als Fermentgift auf Grund derselben 
grundsatzlichen Fahigkeit wirken kann, die bei der Vergiftung des Blut. 
farbstoffs entscheidend ist, kénnen wir dasselbe auch vom Nitrosobenzo! 
vermuten. Dies kénnte eine Rolle spielen beim Wirkungsmechanismus 
der Sulfanilamide, denen gelegentlich solche Fermenthemmungen 2u- 
geschrieben wurden und die mit gr6Bter Wahrscheinlichkeit Oxydations. 
produkte liefern, die denen des Anilins entsprechen. 


Versuchsteil. 


Die Versuche wurden meist mit hamolysierten gewaschenen Pferde- 
blutkérperchen durchgefiihrt, bei einzelnen entscheidenden Versuchen kam 
auch kristallisiertes Hamoglobin zur Verwendung. Das Phenylhydroxy! 
amin war aus Nitrobenzol durch Reduktion mit Zinkstaub gewonnen, e- 
wurde aus Benzol umkristallisiert und kam in rein weiBen Nadeln zur Ver 
wendung. Ebenso wurde das Tolylhydroxylamin und Mesitylhydroxylamin 
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gewonnen. Aus den beiden letzteren wurde das Nitrosoderivat durch 
Qxvdation mit Ferrichlorid erhalten, das Nitrosobenzol selbst war ein 
Industriepraparat. Es wurde vor Verwendung durch Wasserdampfdestilla- 
tion und Umkristallisieren aus Alkohol gereinigt. Das m-Nitronitrosobenzol 
war aus m-Nitroanilin mit Karoscher Saure erhalten worden, die beiden 
anderen Nitrosonitrobenzole durch Reduktion der entsprechenden Dinitro- 
benzole mit Hydroxylamin. Nitrosophenol und Nitrosodimethylanilin 
wurden durch Behandeln von Phenol bzw. Dimethylanilin mit salpetriger 
Saure erhalten und beide umkristallisiert. 


Nitrosobenzol ist in kaltem Wasser kaum léslich, bei 37° dagegen kann 
man iiber 20 mg in 100 cem Wasser zu einer blaugriinen Lésung bringen. 
Doch braucht der Vorgang einige Zeit, auch ist die Lésung nicht haltbar, 
lange da sie sich bald gelblich verfarbt. In den vorliegenden Versuchen bin ich 
ENZO deshalb meist von den alkoholischen Lésungen ausgegangen. Qualitative 
Versuche lassen sich auch sehr schén mit dem Dampf der leichtfliichtigen 

Substanz durchfiihren. 


1. Versuch im Manometer nach Barcroft-Haldane. Es wird eine mit 
CO geschiittelte Hamoglobinlésung verwandt. Im Gasraum des Mano- 
meters befindet sich Luft. T 292° K. 





Hauptraum . Gis 2 2 2 ccm Himoglobinlisung 
: Birne I Aa era 0,2 2 ,, ges. Kaliumferricyanid- 
leicht lésung 
2 0,2 H,O 0,2 Nitrosobenzol 0,2 ,,  Alkohol 
hehen in Alkohol 
rlobin sere 
a Die Zahlen bedeuten Druckinderungen 
onnte 
Zeit in Min. 
0 0 
3 a 
10 — 16 
— 15 


Zugabe des 

a das Ferricyanids 

70 — § 
+ 10 


S von 


» den 


en Zu 
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) +. once “Hy tech tae a 
Blut Pa 285 


enZ0" BF cmCO 56 44 


Isms 


n Zi- In diesem Falle waren nach 1 Stunde etwa 80°, des Gases aus der 

tions. Blutlésung frei geworden, ohne da®B das Reagens eingekippt wurde. Die 
bestehende Differenz laBt sich ohne groBe Bedenken als Folge der Versuchs- 
vorbereitung verstehen. Deren Zeit war hier auf em Minimum herab- 
gedriickt worden; in anderen Versuchen wurde weniger des Blutgases 
wiedergewonnen. 
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2. Versuch im van Slyke-Apparat. Es werden 2ccm einer Hamo- 
globinlésung analysiert. Als Reagens dient Kaliumferricyanid und Natrium- 
hydrosulfit (Rona, Praktikum der Physiol. Chemie). Statt der Ferricyanid- 
lésung konnte eine alkoholische Lésung von Nitrosobenzol in die Kammer 
gebracht werden. Da es sich nur um vergleichende Versuche handelt, 
brauchen die Druckwerte nicht umgerechnet werden. 
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Sauerstoffdruck nach Ferricyanidzugabe, gemessen durch Absoryt ic) 
13,4em Hy 


a) Freisetzung mit Ferricyanid, . 13.6 


Freisetzung mit Nitrosobenzol 


b) Freisetzung mit Ferricyanid 
Freisetzung mit Nitrosobenzol 


Die angefiihrten Zahlen zeigen, daB bei der Reaktion von Nitrosobenz 
mit Oxyhaimoglobin kein Sauerstoff verbraucht, sondern welche in Freihe;; 
gesetzt wird. 


3. Versuch im van Slyke-Apparat. Eine bestimmte Menge Hamoglobi: 
wurde im Tonometer mit CO geschiittelt, dann das iiberschiissige Kohler 
oxyd aus dem Gasraum durch Stickstoff verdrangt, darauf eine gering: 
Menge Nitrosobenzol zugegeben und erneut (unter Stickstoff) geschiittelt 
Unter diesen Umstanden war anzunehmen, daB das Nitrosobenzol eben di 
aquivalente Menge CO verdrangte. Der CO-Druck iiber der Lésung ist 
dann ziemlich gering, Sauerstoff aber ist sicher ausgeschlossen. Der rest lich 
Gasgehalt des Blutes wurde dann bestimmt. 

Fiir die Temperatur 7 = 285° K, das Volumen des verwandten (as 
raumes 2 cem und die Druckanderung x in em Hg ergibt sich fiir den M 
gehalt an gebundenem Gas 

OE ug ee, eat os B18: 10-8 - 
°° Vo: T 76 - 22,4 - 285 

Es wird je leem der Lésung analysiert. Zur Verwendung kam ein 

Nitrosobenzollésung mit 10 mg/eem (~ 10-4 Mol/cem). 





4 


- ‘ = Ausgetrieben 
Himoglobin- | Nitrosobenzol- pre Ferri- Abnahnw d 


lésung losung Mol C,H; NO evanid Mol CO Gaskapazitit 


ecm ecm 10-5,;eem CO em Hg (x) 10-5/eem 10-5 Mol. cer 


10 0 eae | | 13,8 1,54 0 

10 0,2 0,18 12,2 1,37 O17 
10 0,5 0,43 10,2 1,15 0,39 
10 1,0 0,81 | 7,6 0,86 0,68 


Wie sich aus Spalte 3 und 6 ergibt, erfolgt die Reaktion in groli 
Annaherung im Molverhaltnis 1/1. Die geringfiigige Abweichung mag ¢e1 
bestehenden Gleichgewicht zwischen Kohlenoxydhamoglobin und Nitro~ 
benzolhamoglobin zugeschrieben werden. 


4. Versuch im Barcroft-Haldane-Manometer. Eine sehr konzentriert: 
Léosung von Methamoglobin wird mit CO geschiittelt, dann kommt ein 
abgewogene Menge Phenylhydroxylamin in die eine Birne des Manomete! 
gefaBes, im Reaktionsraum befinden sich 2cem des Methamoglobin- 
Durch langeres Durchleiten von Kohlenoxyd und gleichzeitiges Schiittel: 
wird das GefaB luftfrei erhalten. Nach vollstaindigem Temperatur- wn 
Druckausgleich wird das Phenylhydroxylamin zugegeben, die auftretend: 
Druckabnahme entspricht einer Himoglobinbildung, die zu CO-Absorptio! 
fiihrt. 
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auptraum. ... y 2 ‘ 2 ccm Methimoglobin 

Haut od _ 
Birne | 2 0,2 42 y » ges. Ferricyankalilisung 
Rirne Il ¢ 0,6 Q 4: mg Phenylhydroxylamin 


preps eb 58,0 5 51,5 — mm Brodie-Lésung 
GefaBkonstante  :° 19.5 | § 18.8 


emm CO ‘ 113 


5,1 A ‘ 10-® Mol 
n€,H,NHOH 8,1 54 : 1 ila 


Das letzte GefaB diente als Thermomanometer. 


5. Versuch im Bareroft-Haldane-Manometer. Wie oben wird die sehr 
konzentrierte Methimoglobinlésung, um alles Oxyhamoglobin zu entfernen, 
kurz mit CO geschiittelt. Das iiberschiissige CO wird dann wieder mit 
Stickstoff entfernt. Unter kraftigem Schiitteln unter Stickstoff wird dann 
die abgewogene Menge Phenylhydroxylamin zugegeben. Endlich kommen 
2cem der Reaktionslésung in das ManometergefaiS und werden dort seht 
lange mit CO behandelt, um alles entstandene Nitrosobenzol vom Hiamo- 
globin zu entfernen. SchlieBlich erfolgt die Bestimmung des gebundenen 
CO in der iiblichen Weise. Fiir die Berechnung mu8 die CO-Kapazitat der 
Leerproben abgezogen werden. 


Probe 1 wurde mit 0,1 mg Phenylhydr./cem versetzt 
2 0,07 


” . ” 


* s ss) EO 55 


o 





Methiimo- 
Hauptraum je 2 cem globin- Probe 1 Probe 2a Probe 2b Probe 3 Methimoglobinlisung 
lésung 


i ees je 0,2cem Ferricyankalilésung 


Druckanderung 265 630 590 530 760 260 
GefaBkonstante 19,4 20,1 19,5 19,8 18,4 19,0 


emm CO 51 127 115 106 140 49 
emm CO korr... _ 77 65 | 656 90) 


ROG. 5. 35 29 25 40) — 10-7 Mol 
nC;H,NHOH 18 13 13 24 0 10-7 Mol 


Zusammenfassung. 


1. Nitrosobenzol vereinigt sich mit Hamoglobin zu einer besonderen 
Verbindung: Nitrosobenzolhamoglobin. 


2. Phenylhydroxylamin geht bei seiner Reaktion mit dem Met- 
hamoglobin je nach den Verhaltnissen in Azoxybenzol oder Nitroso- 
benzol iiber. Aus dem Methamoglobin wird dabei reduziertes Hamo- 
globin oder Nitrosobenzolhamoglobin. 


3. Nitrosobenzolhamoglobin geht mit Sauerstoff langsam in eine 
Verbindung iiber, die wohl als ein Verdohimochromogen zu_ be- 
zeichnen ist. 











260 F. Jung: Hamoglobin und Oxydationsprodukte des Anilins. 


4. Nitrosobenzolhamoglobin zeigt bei Zusatz von Ascorbinsajire 


eine augenblickliche Methamoglobinbildung. 


5. Nitrosobenzolhamoglobin ist in frischem Blut wie im Tierkérper 


nicht bestandig, sondern geht in Methamoglobin iiber. 


6. Von diesen Befunden aus kann der Mechanismus der kata|yti. 
schen Methamoglobinbildung im Organismus durch Oxydationsprodukte 


des Anilins gedeutet werden. 
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Uber Additionsreaktionen 
von aromatischen Aminen an Phenolderivate. 
Von 
R. Labes und L. Ther. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat in Jena.) 
(Eingegangen am 27. April 1940.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Labes und Breitenstein' hatten gezeigt, daB Phenole mit ver- 
schiedenen basischen Stickstoffverbindungen in ziemlich groBer wasseriger 


Verdinnung Fallungsreaktionen geben. Dabei bilden sich schwerlés- 
liche Additionsverbindungen, deren Léslichkeitsprodukt, dessen Kleinheit 
ein MaB fiir die Additionsaffinitat ist, in den meisten Fallen bestimmt 
wurde. Die Ursache dieser Additionsreaktion ist die Affinitat des 
sauren phenolischen Hydroxyls zum basischen Stickstoff. Es zeigte 


sich, daB hydrophobe Substituenten sowohl am Phenol- als auch am 
Basenpartner in bestimmter GesetzmaBigkeit die Reaktion verstarken, 
wihrend hydrophile Substituenten die Reaktion abschwachen, wenn 
nicht besondere spezifische Méglichkeiten gegeben werden, ihre Affinitat 
an hydrophilen Gruppen des anderen Partners abzusattigen. Bei pharma- 
kologisch wirksamen Basen wie Strychnin?, Chinin? und anderen sind 
die Léslichkeitsprodukte der Additionsverbindungen mit den Phenolen 
so klein und die Verdiinnungen, in denen sie gerade noch mit den Phenolen 
reagieren, liegen so auffallend in der GréBenordnung der Verdiinnung, 
in der sie gerade im Tierkérper pharmakologische bzw. toxikologische 
Wirkungen auBern, daB Labes und Mitarbeiter auf Grund weiterer 
Versuche die Vermutung auBerten, daf derartig wirksame Basen auch 
im Tierkérper mit physiologisch wichtigen phenolahnlich reagierenden 
Substraten (Fermenten, Co-Fermenten) Additionsverbindungen geben 
und dadurch die Funktion dieser Substrate biologisch beeinflussen. 
Aus diesem Grunde wutden die chemisch konstitutiven Gesetze dieser 
Additionsreaktionen an zahllosen Substitutionsprodukten erforscht. 
Bei den bisherigen Untersuchungen hat es sich meist um heterocyclische 
Verbindungen gehandelt, bei denen der Stickstoff im Pyridin-, Chinolin- 
und Acridinring bzw. Pyrazolrmg saB. Bei Aminen vom Typus des 
Amylamins waren die Reaktionsgesetze nicht klar. Es sollen deshalb 


1 Labes u. Breitenstein, Arch, f. exper. Path. u. Pharm. 175, 372, 1934. — 
* Labes u. Lii, diese Zeitschr. 286, 232, 1936. 3 Labes u. Wedell, Arch. f. 
exper. Path. u. Pharm. 182, 249, 1936. 
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in dieser Arbeit zunachst aromatische Amine der Reihe Anilin, Beyz\ 
amin, Phenylithylamin untersucht werden, die sich stufenweise de 
pharmakologisch interessanten Stoffen der Tyramin-Adrenalingrip), 
nahern. | 


I. Die Dissoziationskonstanten und die Dissoziationsverhaltnisse de, 
verwendeten Basen. 


Wie R. Labes' gezeigt hat, reagieren die stickstoffhaltive 
Substanzen nur in der undissoziierten Basenform mit den Phenole; 
Aus diesem Grunde ist fiir die Phenol-Basenreaktion nicht die Gesamt 
konzentration Gy der Stickstoffverbindung maBgebend, sondern dj, 
Konzentration Dy: Gy an undissoziierter Base, wobei Dy, den Diss 
ziationsrest der Stickstoffverbindung bedeutet. Dagegen ist der diss 
ziierte Anteil Dy, - Gy fiir die Reaktion belanglos. Dies ist verstandlic 


denn die Lonen der Stickstoffverbindung haben ja bereits ein H-lon 
einer Saure gebunden und haben infolgedessen keine Affinitaét mel 
zum sauren Wasserstoff des Phenols. Auch fiir die pharmakologisely 
Wirksamkeit ist die Konzentration Dy, -@y an undissoziierter Stick. 


stoffverbindung wichtiger als die Konzentration an dissoziierter, denn 
nur der undissoziierte Teil der Base ist gut lipoidléslich und permeiert 
darum leicht durch die Membranen ins Innere der Zellen. Wie spater 
noch besprochen werden soll, ist dieser EinfluB der Dissoziations. 
verhaltnisse auf die Permeabilitat nicht nur fiir die biologische Wirkung 
zahlreicher Alkaloide, sondern auch fiir die Wirkung der Lokalanaesthe- 
tica eine wesentliche Voraussetzung. Um diese Dissoziationsverhaltnisse 
bei verschiedener Pufferung tibersehen zu k6nnen, ist die Kenntnis de 
Dissoziationskonstanten unentbehrlich. 

In den Tabellenwerken z. B. Landolt-Bérnstein- Roth ist immer nur di 
Basendissoziationskonstante K, angegeben, die z. B. beim Ammoniak di 
Dissoziation NH,OH 2 NH; + OH’ kennzeichnet, also auf die Hydroxy! 
ionenkonzentration bezogen ist. Dieses Schema beschreibt aber nicht de: 
tatsachlichen Vorgang, der vielmehr durch das Schema NH; 2 NH, + H 
wiedergegeben wird. Diese direkt auf die Wasserstoffionenkonzentratic 
bezogene Spaltw.g wird durch die ,,reziproke Dissoziationskonstante 


K 


rs K. gekennzeichnet, wobei K,,, die Dissoziationskonstante des Was-er- 
b 
darstellt. Es gilt also beim Ammoniakbeispiel : 
cL 
[N Hj] 


; 
d. h. die reziproke Dissoziationskonstante ist gleich der Wasserstoffione! 
konzentration multipliziert mit dem Molverhaltnis der Base zu ihrem Katio! 
bzw. Salz. Geben wir z. B. zu x Millimol der in Wasser gelésten Base y Mil! 
mol Salzsaiure hinzu, so bilden sich y Millimol salzsaures Salz der Base bzw 


' Labes u. Breitenstein, Arch, f. exper. Path. u. Pharm. 175, 372, 1954. 
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ihrer Kationen und (.c — y) freie Base bleiben zuriick. Es resultiert daraus 
das Base-Salzverhaltnis (@ — y): y. Bestimmen wir die Wasserstoffionen- 
Lonzentration dieses puffernden Gemisches mit Indikatoren nach Michaelis' 
und multiplizieren diese [H+] mit dem Basen-Salzverhdltnis, so erhalten wit 
den Wert der reziproken Dissoziationskonstante. 

Bei Stoffen, die nicht iiber 3°,, wasserléslich sind, gingen wir dabei so 
yor, daB wir zu der beinahe gesattigten wasserigen Loésung der betreffenden 
Base so viel Millimol, d. h. so viel ceem mol/1 Salzséure zusetzten, daB wit 
drei LOsungen mit dem Basen-Salzverhaltnis 4: 1, 1: 1 und 1: 4 erhielten. 
Von jeder dieser Lésungen gaben wir zuerst 8cem in ein Reagensglas, 
figten 1ecem Wasser und zuletzt leem der geeigneten Indikatorstamm- 
losung nach Michaelis! zu. Aus dem Vergleich des resultierenden Farb- 
grades mit einer Indikatorverdiinnungsreihe nach Michaelis ermittelten 
wir die Wasserstoffionenkonzentration. Um zu sehen, ob bei diesen hohen 
Vorlagen von Sccm Basen-Salzgemisch im Gesamtvolumen von 10 ¢em 
nicht ein Indikatorfehler vorlag, untersuchten wir auch Vorlagen von 2 bis 
(seem, bei denen ebenfalls 1 cem Stammlésung zugesetzt und mit Aqua 
dest. auf LO0cem Gesamtvolumen aufgefillt wurde. Die IJndikatorver- 
diinnungsrethe wurde derart angesetzt, daB zu einer Reagensglasreihe 
fallende Mengen der verdiinnten Indikatorstammlésung zugesetzt wurden, 
wobei noch je 1eem n/10 NaOH hinzukamen, um volle Dissoziation des 
Indikators zu erzielen, und zuletzt auf 10cem Wasser aufgefiillt wurde. 
Dieses Prinzip der Vergleichsreihe wurde bei allen Nitrophenolindikatoren, 
sowie beim Phenolphthalein verwendet. Bei manchen besonders stark 
alkalischen Gemischen brauchten wir Alizaringelb GG. Hier war eine Ver- 
diinnungsreihe mit Natronlaugezusatz als Vergleichsreihe nicht brauchbar. 
In der mit NaOH versetzten Verdiinnungsreihe hatten wir namlich nur 
lonen des Indikators, waihrend bei dem Alizaringelb GG in dem Réhrchen 
mit dem zu untersuchenden Basen-Salzgemisch neben den lLonen auch 
undissoziierte Molekiile des Indikators vorlagen, die bei diesem Indikator 
nicht véllig ungefarbt waren. Aus diesem Grunde erhielten wir eine Misch- 
farbe aus Lonen und undissoziiertem Anteil des Alizaringelbs GG, die 
qualitativ nicht mit der mit NaOH versetzten Vergleichsreihe iiberein- 
stimmte. Um diese St6rung zu vermeiden, setzten wir als Vergleichsreihe 
eine Pufferungsreihe an mit wechselndem Zusatzverhaltnis von mol/1 
Ammoniak und mol/l bzw. mol/4 Ammoniumchlorid. Dabei erhielt das 
erste alkalischste Réhrchen dieser Reihe 4cem mol/l Ammoniak und 
05cem mol/4 Ammoniumchlorid, das letzte sauerste Réhrchen erhielt 
0.5cem mol/l Ammoniak und 0,5cem mol/l Ammoniumchlorid. Die 
Wasserstoffionenkonzentration dieser Reihe verdoppelte sich von Réhrchen 
zu Réhrehen der Reihe von [H*] 1,5. 10-!' im ersten bis [H+] = 5. 10°1° 
im letzten Ré6hrehen. Zu jedem Réhrchen der Reihe wurde 1 cem Alizarin- 
gelb GG Stammlésung gegeben und alle Réhrchen auf 10 cem mit Aqua dest. 
aufgefiillt. Die [H*] unseres R6hrchens mit dem zu untersuchenden Basen- 
Salzgemisch und | cem Alizaringelbzusatz war dann gleich der Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Réhrchens unserer gepufferten Vergleichsreihe, das 
ihm farbgleich war. 

Die Methodik, nach welcher wir zu den gesattigten wasserigen Losungen 
der aromatischen Amine Salzsdure zur Herstellung des Basen-Salzverhalt- 
nisses 4: 1, 1: lund 1: 4 zusetzten und dann die [H*] bestimmten, wendeten 


' LL. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin, Julius 
Springer, 1922. 
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wir beim schwach basischen Anilin, den drei Toluidinen (mit o-, m- zy 
p-Stellung des Methyls) und dem n-Monomethylanilin an. Da es sich hie; 
um sehr schwach basische Stoffe handelte, wurde als Indikatorstamy, 
losung 0,5°/9, y-Dinitrophenol und 0,5°/)) p-Nitrophenol verwendet. Jie 


Sattigungekonzentration, die wir als Ausgangslésung benutzten, war |eiy, 
Anilin 3°,, beim m- und o-Toluidin sowie beim n-Monomethylanilin | 
und beim p-Toluidin 0,5 °%%. 

Die so ermittelten Werte der reziproken Dissoziationskonstante 
betrugen beim Anilin, n-Monomethylanilin und beim m-Toluidin 
K, = 1-10-5. Beim o-Toluidin ergab sich K, = 2-105, beim p-7o. 
luidin K, = 6-10-®. Nach diesen Daten erhéht also das Methy| in 
p-Stellung die Basizitat starker als in m-Stellung, wahrend das Methy| 
in o-Stellung die Basizitat gegeniiber dem Anilin abschwacht. Die 
gleiche Reihenfolge in den K,-Daten ergibt sich aus dem Landolt. 
Bornstein, obwohl die Untersuchungsmethode eine andere ist (Hydrolyse, 
Leitfahigkeit). Bei der Ungenauigkeit der Methode ist jedenfalls die 
Ubereinstimmung befriedigend. Die Basizitat dieser aromatischen 
Amine, bei denen die Aminogruppe direkt am Benzolring sitzt, ist hier 
jedenfalls durch den Benzolring ungeheuer stark abgeschwacht. Prak.- 
tisch bleiben daher diese Amine bei allen Pufferungen, bei denen die 
Reaktion nicht saurer ist als [H*] = 1 -10-® im undissoziierten Zu- 
stand, d.h. Dy, = 1, und wir kénnen in diesem Reaktionsbereich von 
(H*] = 1- 10-® bis ins starkst alkalische Gebiet mit voller Reaktions. 
fahigkeit gegeniiber den Phenolen rechnen. 

Schwieriger ist die Bestimmung der Dissoziationskonstante beim 
Benzylamin und allen aromatischen Aminen, bei denen die Amino- 
gruppe nicht direkt am Benzolring sitzt, sondern durch Methylen- 
gruppen von diesem getrennt ist. Unter diesen Umstanden zeigt die 
Aminogruppe eine auferordentlich hohe Basizitat. 

Beim Benzylamin, das als Base wie als Salz iiber 20% léslich ist 
(als Base mit Wasser mischbar), stellten wir von einer 3 °%igen Basen- 
lésung ausgehend durch Salzsdéurezusatz ebenfalls Gemische von einem 
Basen-Salzverhaltnis 4:1, 1:1 und 1:4 her. Die Wasserstoffionen- 
konzentration der beiden sauren Gemische war mit 0,4°/o9iger Pheno!- 
phthaleinstammlésung zu untersuchen. Wir kamen hier zu einem 
annahernd iibereinstimmenden Wert von K, = 2,5 - 10-". 

Beim starkst alkalischen Gemisch war aber der Phenolphthaleinfarb- 
grad maximal (= 1) und daher nicht verwendbar. Darum brauchten wir 
hier Alizaringelb GG. Legten wir 8 ccm des Benzylaminsalzséuregemisches 
4:1 vor und gaben dann lcem 0,5°/,,ige Alizaringelb GG-Stammlésung 
hinzu, so trat zunachst eine gelbliche Triibung auf, aus der sich nachher gold- 
gelbe, biischelférmige Kristalle entwickelten. Da das Alizaringelb selbst ein 
Phenol ist, handelt es sich hier offenbar zwischen Benzylamin und Alizarin- 


gelb GG um eine Phenolbasenausfallung, die natiirlich die Farbbestimmung 
stért. Wir muBten hier zu niederen Vorlagen des Benzylamins herunter- 
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gehen, bis die Ausfallung ausblieb. Es war dies der Fall, wenn wir statt 
gcem des Gemisches 4: 1 nur 2 bzw. 0,5 cem verwendeten. Aus der kolori- 
metrisch ermittelten Wasserstoffionenkonzentration dieser Vorlagen er- 
rechneten wir fiir K,. 5- 10-!9, die von dem vorigen Wert etwas abweicht, 
aber wenigstens in der GréBenordnung iibereinstimmt. 


Beim B-Phenyldthylamin gingen wir nicht von der Base aus, sondern 


urspriinglich von einer 20% igen Lésung des salzsauren Salzes, aus dem 
wir durch Natronlaugezusatz einen Teil der Base frei machten. Bei 
diesem Natronlaugezusatz sahen wir, daB die frei werdende Base nur 
etwas tiber 3 °, léslich ist. Wir gingen deshalb nachher von einer 3 °,igen 
§-Phenylathvlaminhydrochloridlésung aus, bei der wir durch wechselnden 
Jusatz von Natronlauge so viel Base freisetzten, daB wir drei Basen- 
Salzverhaltnisse 4:1, 1:1 und 1:4 erhielten. Beim alkalischsten 
Gemisch 4:1 brauchten wir wieder das Alizaringelb GG als Indikator, 
wo ebenfalls bei 8 cem Vorlage zwischen Alizaringelb und dem Amin 
eine Phenol-Basenreaktion auftrat. (Unter anfanglicher Opaleszenz 
und spaterer Bildung nadelf6rmiger gelber Kristalle.) Bei der Vorlage 
von 2cem blieb die Fallung wieder aus. Die Dissoziationskonstante 
errechnete sich bei dieser Alizarinpriifung zu K, = 5- 10-1. Die Ge- 
mische 1:1 und 1:4 dagegen konnten wir mit Phenolphthalein unter- 
suchen und erhielten bei allen Verdiinnungen den Wert K, = 2: 10-!°. 
Dieser Kérper, bei dem die Aminogruppe durch zwei Methylengruppen 
vom Benzolkern getrennt ist, scheint noch etwas basischer zu sein als 
das Benzylamin. 

Beim B-Oxy-B-Phenylathylamin, das als salzsaures Salz iiber 20°, 
und als Base iiber 13 ° léslich ist (die gute Léslichkeit der Base kommt 
wahrscheinlich vom alkoholischen Hydroxyl), gingen wir von einer 
3° igen Lésung des salzsauren Salzes aus, aus dem wir durch Natron- 
laugezusatz wieder die drei Gemische verschiedenen Basen-Salzverhalt- 
nisses herstellten. Sie waren alle drei mit Phenolphthalein als Indikator 
zu untersuchen. Es ergab sich K, = 1-10-%. Trotz Ungenauigkeit 
der Methode kénnen wir daraus ersehen, daB das alkoholische Hydroxyl 
die Basizitat im Vergleich zum B-Phenylithylamin um das etwa Fiinffache 
abschwacht. 


Das Tyramin (p-Oxy-Phenylathylamin) ist als salzsaures Salz nicht 


| viel iiber 10°, léslich. Nach einem so groBen Natronlaugezusatz, daB die 


gesamte Base frei wird, ist es nur bis zu 0,6°, léslich. Wir stellten hier das 
Basen-Salzverhaltnis 1:4 durch Natronlaugezusatz zu einer 3° igen 
Lésung des salzsauren Tyramins her. Zur Herstellung des Basen-Salz- 
gemisches 1:1 gingen wir von einer 0,83°,igen Lésung des salzsauren 
Salzes und zur Herstellung des Basen-Salzgemisches 4: 1 voneiner 0,53 °,igen 
Lésung des salzsauren Salzes aus, der wir die berechnete Menge Natronlauge 


' zufiigten. 


Als Indikator kam beim Tyramin Phenolphthalein in Frage und 
wir erhielten aus der Untersuchung der verschiedensten Verdiinnungen 
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einen durchschnittlichen Wert von K, = 4- 10-1, Das phenolisch, Rol 
Hydroxyl schwdcht im Vergleich zum £-Phenylathylamin ebenfal!s di. = 
Basizitat etwas ab, aber geringer als das alkoholische Hydroxyl. Watireng “ 
aber das alkoholische Hydroxyl die Léslichkeit der Base erhéht, wirk; oa 
das phenolische Hydroxyl léslichkeitserniedrigend. Wahrscheinlich Kre 
kommt dies daher, daB das phenolische Hydroxyl mit der Aminogruppe der 
anderer Tyraminmolekiile zur Phenol-Basenreaktion neigt, die dj a 
Loslichkeit zu erniedrigen sucht. ot 
Uber die Dissoziationskonstanten dieser stark basischen aromatiscl tne 
Amine fanden wir nur beim Benzylamin einen Wert im Landolt- Bérnst:i; dert 
angegeben, der gréRenordnungsmaBig etwa mit unserem iibereinstimmt - 
Uber die Phenylaithylaminderivate sind keine Daten im Landolt- Bérnstei, a 
angegeben, darum haben wir sie mit der vorliegend beschriebenen Methwc Was 
ermittelt, weil sie fiir unsere Fragen von gréRerer Bedeutung sind. Uy sg: 
die Ubereinstimmung der aus unserer Methode sich ergebenden Werte mit xe 
erst 


den im Landolt-Bérnstein benutzten zu iiberpriifen, hatten wir die iibrigen, 
im Landolt- Bornstein angegebenen Daten noch einmal mit unserer Versuchs Nur 


anordnung nachgepriift. Bei einheitlicher Vergleichsmethode kamen zuden falte 
die chemisch konstitutiven GesetzmaBigkeiten besser zum Ausdruck bem 
mit 
Die hohe Basizitit des Benzylamins und der Phenylathylamin. Pho: 
derivate erschwert die Untersuchungstechnik bei der Fédllungsreaktio, & Pe 
zwischen diesen starken Basen und den Phenolen (in diesem Falle den eer 
p-Kresol). Wenn wir z. B. in einer auf [H*] 1- 10-7 gepufferter “ 
neutralen Lésung die Fallungsreaktion des $-Oxy-f-Phenylathylamins JB pas 
auf das Kresol untersuchen wollen, so miissen wir beriicksichtigen, dal) J iin 
dessen reziproke Dissoziationskonstante K, = 1-10-* betragt, d.h. 
10 mal so klein ist als die Wasserstoffionenkonzentration der Pufferung. JB sion, 
Infolgedessen ist nur Dx, 1/100 dieser Stickstoffverbindung in un- & yj» , 


dissoziiertem Zustande. Dementsprechend ist ihre Reaktionsfahigkeit JB gjejc 
auf das Phenol 100fach abgeschwacht. Um dies auszugleichen, wiirde JB piyn 
man bei dieser Wasserstoffionenkonzentration 10Q0mal soviel von dieser JB wej] 
Stickstoffverbmdung zur Reaktion benétigen, als bei der stark alkalischen JB was 
Reaktion notwendig ware, bei der Dy, = 1 ist. Bei stark alkalische 













( einze 
Reaktion liegen aber die Verhaltnisse sehr viel giinstiger. Die Be. J ynq 
schreibung einer Versuchsreihe soll dies erlautern. 


Wir geben zu allen Réhrehen einer Reagensglasreihe je 7 ccm eine! unte 


0,18 mol. Lésung von p-Kresol, ferner je 1 ccm eines auf [H*] = 5- 10 hei 
; ‘ relay 3 rs Anw 
eingestellten Ammoniakpuffers. Dann erhalt das erste R6hrchen der Reihi bi 
2cem, das zweite leem, das dritte 0,5cem einer 20°,igen = 1,15 mo! Gri 
Lésung des salzsauren f-Oxy-f-Phenylithylamins. Das vierte Réhrche: beie 
erhalt wieder die Halfte des vorhergehenden, d. h. 2 cem der achtfach vet puffe 

diinnten urspriinglich 20° igen Stammlésung. Und so erhalt jedes weitere & p 
‘ Piel Bye s ; Puff 

Réhrechen je die Halfte des vorangehenden Réhrchens. Zu allen Réhrchen B 
(LSE 


wurde vor dem Zusatz der Base so viel Aqua dest. zugegeben, daB nac! 
Basenzusatz jedes Réhrchen 10 ccm Gesamtvolumen enthielt. Im erste! verg’ 
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Rohrchen der Reihe mit 2 cem Basenzusatz zeigte sich die Fallungsreaktion 
in einer Triibung, im zweiten Réhrchen mit halb soviel Basenzusatz beob- 
achtet man sofort eine Opaleszenz, das dritte Réhrchen gibt keine Reaktion 
mehr. Da in dieser Reihe iiberall je 7 cem 0,18 mol. Kresol in einem Gesamt- 
yolumen von 10cem vorhanden waren, betrug die Gesamtmolaritat des 
Kresols Gpyp = 1,2-10-'. Gegeniiber dieser Kresolkonzentration war 1 ecm 
der Basenlésung noch gerade zur Fallung ausreichend, entsprechend einer 
(esamtkonzentration Gy = 1,1-10°' der Base. In einer analogen Reihe 
ebenfalls mit Ammoniakpuffer legten wir nur 5cem p-Kresol vor und 
vaben ebenfalls fallende Mengen der Stickstoffverbindung hinzu. Hier 
trat nur im Rohrchen mit 4 ccm der 20°, igen Lésung des Phenylathylamin- 
derivats eine gerade noch sichtbare Opaleszenz auf. Bei der hier vorliegenden 
erniedrigten Kresolkonzentration Gp, = 9- 10-* mol. war die zur Fallung 
nétige Gesamtkonzentration Gy viel héher, namlich 4,6-10°'. Bei dieser 
Wasserstoffionenkonzentration [H*] = 5- 10°! errechnet sich aus der 
reziproken Dissoziationskonstante A, = 1-10°* der  Dissoziationsrest 
Dy, = 9,7. Daher entspricht der Konzentration Gy = 1,1- 10°! unserer 
ersten Vergleichsreihe die Konzentration Dy, « Gx 07-11 -10- 8- 10-2, 
Nur dieser Konzentrationsanteil kann seine Wirkung auf das Phenol ent- 
falten. Er ist aber bei diesem relativ hohen Dissoziationsrest praktisch 
beinahe gleich der Gesamtkonzentration. Wiirde ich dieselbe Versuchsreihe 
mit gleichen Kresolvorlagen, aber statt des Ammoniakpuffers mit einem 
Phosphatpuffer [H*] = 1-107 versetzen und dann fallende Mengen des 
Phenylathylaminderivats zugeben, so wire dann der Dissoziationsrest etwa 
\(0mal so klein. Ich miiBte also zur Wirkung 100mal soviel des Phenyl- 
ithylaminderivats zusetzen. Da dies nicht méglich ist, bleibt die Fallungs- 
reaktion bei neutraler Reaktion aus. Bei den noch starker dissoziierenden 
Basen liegen die Reaktionsbedingungen bei neutraler Reaktion noch un- 


| giinstiger. 


Wir miissen daher bei starken Basen, um mdglichst giinstige Reak- 
tionsverhaltnisse zu erzielen, am besten den auf[H*] = 5-10-19 eingestell- 
ten Ammoniak puffer verwenden. Diesen Puffer haben wir hergestellt aus 
gleichen Volumenteilen einer mol /] Ammoniaklésung und mol /1] Ammo- 
niumchloridlésung. (Starker alkalisch haben wir den Puffer nicht gewahlt, 
weil sonst das Kresol zunehmend dissoziiert hatte.) Die bei dieser 


Wasserstoffionenkonzentration in Frage kommenden Dy,- Werte der 


einzelInen Basen haben wir aus der reziproken Dissoziationskonstante 


und der [H*] errechnet. 


Wahrend die starken Basen nur bei stark alkalischer Reaktion 
unter Zugabe des Ammoniakpuffers mit dem Kresol reagierten und bei 
Anwendung eines neutralen Phosphatpuffers aus obengenannten 
Griinden versagten, reagierten die schwachen Basen vom Anilintypus 
beieinem Neutralpuffer mit den gleichen Gy-Werten wie beim Ammoniak- 


| puffer. Dies ist verstandlich, da ihr Dissoziationsrest Dx, bei beiden 


Pufferungen praktisch 1 bleibt. Trotzdem haben wir auch diese schwachen 
Basen mit dem Ammoniakpuffer untersucht, um fiir alle Amine leichter 
vergleichbare Reaktionsverhaltnisse zu schaffen. 

















R. Labes u. L. Ther: 


Il. Bemerkungen iiber die Versuchsanordnung. 


Die Versuchsanordnung ist die gleiche, wie sie bei Lahbes und |.) 
beschrieben wurde. Beidiesen Versuchen haben wir, wie oben beschrieh¢) 
wurde, immer 1,0 cem NH,-Puffer ({H*] — 5+ 10-1) zugesetzt. 


Bei den Reihenversuchen mit dem stark basischen Benzylamin wid ¢, 
Phenylaithylderivaten gingen wir zunachst so vor, da®B wir fallende Menge) 
einer wasserigen Ausgangslésung dieser Basen in die Reagensgliser pipet 
tierten. Es zeigte sich aber, da®B sich diese wdsserigen basischen Loésujy 
auferordentlich schnell zersetzen. Dab eine Zersetzung vorlag, sah mani 7. }3 
daran, daB die anfainglich beobachtete Opaleszenzgrenze nach langerer Ze; 
zu immer niederen Verdiinnungen der betreffenden Base iibergriff, so da 
wir zunachst wegen der zunehmenden Zersetzung nur die Opaleszenzgrenz, 
verwenden durften, die sofort nach Ansetzen des Versuchs protokollier 
wurde. Auch dies schuf noch keine gut reproduzierbaren Verhaltnis.¢ 
Wenn man z. B. eine wasserige Benzylaminlésung sofort nach ihrer He: 
stellung im Reihenversuch ansetzte, so fanden wir bei allen Wiederholunge; 
kurz nach dem Einpipettieren die gleiche Opaleszenzgrenze. Je langer abe: 
die wasserige Benzylaminlésung vor dem Versuch gestanden hatte, zu dest, 
niederen Verdiinnungen riickte die primar beobachtete Opaleszenzgreny 
herunter. Hier mu es sich um ein Zersetzungsprodukt des Benzylamins 
handeln, das in der trotz Alterung klaren und farblosen Benzylaminlésung 
zunichst nicht sichtbar ist. Dieses Zersetzungsprodukt reagiert aber sofort 
mit dem Kresol. Da8 es sich bei diesen viel zu niederen Opaleszenzgrenze: 
nicht um die Reaktion reinen Benzylamins mit dem Kresol handelt, sieli: 
man daraus, daB diese Triibung aus gealtertem Benzylamin und Kreso] sic] 
bei Zugabe eines Acetatpuffers von [H*] = 2- 10° nicht auflést. Diew 
Fallung lést sich erst, wenn man reichlich Salzsiure zugibt. Es handel 
sich offenbar hier um die Reaktion eines schwach basischen Zersetzungqs 
produktes des Benzylamins mit dem Phenol. Die Basizitaét des Zersetzung- 
produktes mu jedoch viel geringer sein, als die des reinen Benzylamin- 
denn sonst wiirde bei [H*] = 2- 10-° der Dissoziationsrest des Benz, 
amins so klein werden, daB die Reaktion bzw. die Fallung sich auflést? 
Um die Alterung dieser starken Basen in wésseriger Lésung zu verhindern, 
gingen wir in spateren Versuchen nicht mehr von den Lésungen der Basen, 
sondern ihren salzsauren Salzen aus, d.h. wir pipettierten die Lésungen de 
salzsauren Salze in fallenden Mengen in die nach obigem Schema angesetzte! 
Reagensglaschen. Durch den Pufferzusatz setzte sich dann das salzsau 
Salz seiner Dissoziationskonstante entsprechend in die Base wieder wun 

Bei den schwach dissoziierten Basen dagegen gingen wir von den Base: 
selbst aus. Beim Anilin benutzten wir als Ausgangslésung eine 3° iy 

0,32 mol. wdsserige Anilinlésung. Die Wasserldslichkeit der alkylierte: 


' Labes u. Lii, diese Zeitschr. 286, 232, 1936. — ? Die Zersetzung de- 
Benzylamins fiihrt also zu einem basischen Produkt von so schwache' 
Basizitét, daB es, da Dxy,™1, die Phenolbasenreaktion vom stark 
alkalischen Bereich bis etwa in einen Bereich von [H*] = 10-¢ in gleiche: 
Starke gibt. Labes und Breitenstein (Naunyn-Schmiedebergs Arch. 175 
372, 1934) hatten festgestellt, daB Isoamylamin und Piperidin ganz gege! 


ihre Theorie in einem ebenso groBen [H*]-Bereich gleich gut mit den 


Phenolen reagierten. Die Beobachtungen am Benzylamin sprechen da 
fiir, daB auch diese Reaktion von einem schwach basischen Umwandlung:- 
produkt dieser starken Basen herriihrt. 
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4niline war aber zu klein, Da wir bei gréBeren Kresolvorlagen, z. B. 7 cem 
Kreso! und 1 cem Puffer, fiir die Héchstzugabe nur 2 cem fiir den Basen- 
yusatz zur Verfiigung hatten, hatte sich dann dieser Zusatz von 2 cem 
einer sehr verdiinnten Lésung nur noch weiter auf das Gesamtvolumen 
yon 10cem verdiinnt und wir hatten bei der sechwachen Phenolreaktions- 
fahigkeit dieser Anilinderivate iiberhaupt keine Reaktion erzielt. Um 
trotzdem gréBere Mengen in die Reagensglaischen bringen zu k6énnen, 
yerwendeten wir dthylalkoholische Lésungen dieser schlecht wasserléslichen 
Anilinderivate. Hier durften wir nicht zu groBe Volumina der alkoholischen 
Lésung einpipettieren. Hatten wir z. B. 2cem der alkoholischen Lésung 
einpipettiert, so hatte das Gesamtgemisch 20°, Alkohol enthalten. Bei 
diesem hohen Alkoholgehalt besteht die Gefahr, daB das Reaktionsgemisch 
sich stark dem Charakter eines Lipoidlésungsmittels nihert. Darum redu- 
sierten wir unsere Hochstzusdtze der alkoholischen Ausgangslésung auf 0,4 cem 
Héchstvolumen. Die Konzentration der alkoholischen Ausgangslésung der 
betreffenden Base berechneten wir dann so, daB bei Zugabe von 0,4 cem der 
resultierenden Lésung im Gesamtvolumen von 1l0cem gerade eine im 
wasserigen Milieu gesattigte Losung der betreffenden Base entstand. Bei 
hoherer Konzentration und Zugabe von 0,4 cem hatte namlich die Gefahi 
bestanden, daB die betreffende Base nachher im Wasser ausfiel und eine 
Phenol-Basenreaktion vortausehte. Praktisch benutzten wir als Ausgangs 
léisung der drei Toluidine und des n-Monomethylanilins eine 12,5°,ige 
ithylalkoholische Lésung, vom Dimethylanilin eine 2,5°,ige und vom 
Diathylanilin eine 0,5°,ige alkoholische Lésung. Das erste Réhrchen aller 
derartigen angesetzten Reihen erhielt dann 0,4 ccm, das zweite 0,3 cem usw. 
Natiirlich setzten wir auch Kontrollreihen ohne p-Kresol an, um uns zu 
iiberzeugen, daB wir nicht die Léslichkeitsgrenze im Wasser iiberschritten 
hatten. Die Dissoziationskonstante vom Dimethylanilin und Diathylanilin 
hatten wir nicht besonders bestimmt, da sie fiir die Indikatorenmethode zu 
schlecht léslich sind. Thre Basizitat ist aber so klein, daB der Dissoziations- 
rest mit Sicherheit als | zu berechnen ist. 

Um einen VergleichsanschluB8 dieser aromatischen Amine an die 
Untersuchungen von Labes! und Bergstermann? und Mitarbeitern zu finden, 
haben wir noch Pyridin und £-Picolin in seiner Reaktionsfahigkeit unter 
den Bedingungen des Ammoniakpuffers untersucht. 

Die Toluidine, sowie das Dimethylanilin und Diathylanilin wurden als 
reinste Praiparate in basischer Form von Schering bezogen. Die meisten 
iibrigen Basen, Anilin, n-Methylanilin, Pyridin und Benzylamin, stammen 
als reinste Praiparate von Merck. Das zu unseren Fallungsversuchen be- 
nétigte salzsaure Benzylamin wurde aus dem basischen durch Salzsiure- 
msatz und Umkristallisierung gewonnen. Das p-Oxy-phenylaithylamin- 
hydrochlorid (Tyramin) stammt von Merck. Das basische §-Picolin, sowie 
die salzsauren Salze des f-Phenylithylamins und des $-Oxy-/-pheny!- 
ithylamins sind reinste Priparate von Schuchardt. 


lll. Die Abhangigkeit der Fallungsreaktion zwischen Phenol und 
aromatischen Aminen von der chemischen Konstitution. 
Die Ergebnisse unserer Versuchsreihen haben wir graphisch in einer 
Abbildung mit logarithmischem MaBstab der Molaritat niedergelegt. Aut 


' Labes u. Bergstermann, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 187, 289, 1937. 
— ? Bergstermann, Noecker, Krauskopf, ebenda 191, 55, 19388. 
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R. Labes u. L. Ther: 


der Abszisse sind die molaren Konzentrationswerte Dp), - G pp VOM p-Kresy 


vermerkt, die in 


unseren Reihenversuchen vorlagen. Auf der Ord 
nate haben wir fiir 


jedes aromatische Amin die molare Konzentratio) 


Dx: Gx undissoziierten Amins eingetragen, die gerade bei der vorgeloegte; 


Konzentration vom 











= 
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por’ 6a 
—— Ing Sr molar 
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Abb. 1. 





Kresol noch eine sichtbare Fallungsreaktion  ga| 
Bei unserer graphischen Darstellung fallt die Koy 
zentration vorgelegten Kresols auf der Abszisse yo, 
rechts nach links ab. Mit geringer werdender Koy. 
zentration des vorgelegten Kresols werden die 7 
Fallung notwendigen Konzentrationen aromatische 
Amins immer gr6éBer. Da die Konzentrationswert, 
Dy,-Gy in unserer Darstellung auf der Ordinat, 
von oben nach unten zunehmen, fallen die zug 
hérigen Fallungskuiven jedes Amins mit. sinkende) 
Phenolkonzentration, also von links nach rechts al) 
Die Kuiven derjenigen aromatischen Amine. die j 
kleineren Konzentrationen wirksam sind, liegen he 
unserer Darstellung héher als die Kurven der Amine. 
die in gréBerer Konzentration erst wirksam. sind 
Man kann somit die Wirksamkeit der Amine aus diese 
Darstellung ablesen, indem das wirkseme Ami 
durch eine héher liegende Kuive .dargestellt wird. 
als das sechwacher wirksame. 


Wirerhalten demnach folgende von links nac! 
rechts abnehmende Wirksamkeitsfolge : 


Diathylanilin, Dimethylanilin, 8-Phenylathy!- 
amin, £-Picolin, m-Methylanilin, n-Methylanilin, 
Benzylamin, p-Methylanilin, Pyridin, o-Methy!- 
anilin, Anilin, B-Oxy-f-phenylathylamin. 


Das Tyramin (p-Oxy-phenylathylamin) konn- 

ten wir nur in der Héchstkonzentration Dy -(, 

6-10-2 molar anwenden, da der Basenantei! 

nicht starker léslich war. Bei dieser Konzentration 

bei der das Anilin noch gerade wirksam ist, reagiert 

das Tyramin nicht. Demnach ist es sicher unwirk- 
samer als das Anilin. 

Zum f-Oxy-B-phenylathylamin ist noch folgende- 
zu sagen. Die Kuiven der meisten anderen Amine 
fallen in einer Steilheit 2: 1 ab, die zum Ausdruck 
bringt, daB bei Halbierung der Vorlagekonzentration 
Dpy,: Gpn eine Vervierfachung der Konzentration 
Dy, Gx zur Reaktion notwendig wird, Soweit aus de: 
Kiirze der Kurven Schliisse zu ziehen sind, kénnte dies 


andeuten, daB indemausfallenden Reaktionsprodukt 2 Molekiile aromatische! 
Amins mit 1 Molekiil Phenol (p-Kresol) zu einer Additionsverbindung 21 
sammentreten. Nur beim Diaéthylanilin und m-Toluidin ist die Steilher 


der Kurve etwa 1: 1 


und wiirde vielleicht darauf hindeuten, da hier nw 
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| Molekiil Base mit 1 Molekiil Phenol zusammentritt. Beim f-Oxy- 
jphenylathylamin ist nun die Steilheit, mit der die Kurve abfallt, 
augerordentlich groB. Das ist aber wahrscheinlich ein Pufferungsfehler 
am rechten unteren Ende der Kurve. Hier ist namlich die Konzen 
tration des salzsauren Salzes so groB, dass sie die Pufferung des 
Ammoniakpuffers durehsehlagt. Aber auch die iibrigen Kurven sind zu 
kurz, um aus ihrer Steilheit eine sichere Berechnung der Léslichkeits- 
produkte durehzufiihren. 


Ehe wir auf die kenstituticnschemische Auswertung der obigen 
Wirksamkeitsreihenfolge eingehen, wollen wir die wichtigsten Ergebnisse 
der Phenol-Basenfallungsuntersuchungen besprechen, die in der letzten 
Arbeit von Labes! an Hand einer Zusammenstellung der Léslichkeits- 
produkte zwischen Phenolen und Basen erértert sind. Dabei hat sich 
folgendes ergeben. 


Untersucht man die Fdllungsreaktionen eines Phenols, z. B. des unsubsti 
tuierten Phenols gegeniiber Derivaten des Pyridins, Chinolins und Acridins, 
so sieht man, daB die Konzentrationen Dy, -Gy = 6 der Basen, die zum 
Fillungseffekt mit der jeweilig vorgelegten Konzentration Dpn,, - Gen “ 
gerade nétig sind, desto kleiner werden, je reicher die betreffende Base an 
Kohlenwasserstoffgruppen ist. Aus der Steilheit der bei diesen Reaktionen 
recht langen Fallungskurven konnte man errechnen, wieviel Molekiile von 
beiden Reaktionspartnern zu einem Molekiil der Additionsverbindung zu- 
sammentreten. Aus der Zahl npy der eintretenden Phenolmolekiile und der 
Zahl nx der Basenmolekiile konnte man dann das Léslichkeitsprodukt 
aPh.b N der betreffenden Additionsverbindung errechnen. Aus den vor- 
liegenden Daten ergab sich, daB die Léslichkeitsprodukte mit gleichen 
Exponenten zwischen Phenol und den Basen immer kleiner wurden, je 


gréBer das Kohlenstoffgeriist der Base war. Vardierte man nun bei jeder 
- der betreffenden Basen den Phenolpartner, indem man statt des Phenols 


Methylphenole, Chlorphenole, Naphthole untersuchte, so sah man ebenfalls, 


' daB die Léslichkeitsprodukte zwischen den betreffenden Basen und dem 


jeweilig vorgelegten Phenolderivat immer kleiner wurden, je gréBer das 
Kohlenstoffgeriist des betreffenden Phenols war. 


Fiihrte man sowohl im Phenol als auch in den Basenpartnern die 


| verschiedensten Gruppen ein, so sah man, daB jede dieser Gruppen in 


charakteristischer Weise die Additionsreaktion  beeinfluBte, -und 


| awar zeigte sich, daB hydrophobe Substituenten die Additionsreaktion 
| verstiirkten, doh. die Léslichkeitsprodukte verkleinerten, waihrend hydro- 
| phile Gruppen die Additionsreaktion abschwichten baw. die Léslich- 
| keitsprodukte vergréBerten. So kommt Labes zu folgender von 


links nach rechts fortschreitenden Verstdrkungsreihe der  Suhbsti- 


3 tuenten: 


' Labes, Krauskopf u. Bergstermann, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 198, 


» 693, 1939. 

















R. Lahes u. L. Ther: 


Carbamid, Amino, Hydroxyl, , Methoxylather, Methyl, Methy). 
ester, Chlor, Athylester, Nitro, Trimethyl, zweiter Ring, Trichlor 
dritter Ring!. 

Dabei bedeutet der Strich das substituierte Pyridin bzw. Phenol. 
Links vom Strich stehen die hemmenden hydrophilen und rechts yor 
Strich die fordernden hydrophoben Gruppen. 

Labes faBt aus diesen Griinden die gegenseitige Affinitatsbetatiguny 


der Reaktionspartner so auf, daB die hydrophoben Substituenten beider 


Partner sich miteinander zu vereinigen suchen, um ihre Beriihrungs. 
flache mit den hydrophilen Wasserteilchen zu vermeiden. Die beidey 
’artner bilden also durch ihre Ausfallung eine hydrophobe Phase. 
indem sie aus der hydrophilen Phase dem Wasser fliehen. Wir 
haben also bei dieser Reaktion die Betatigung der Langmuirschen Hatt. 
krafte vor uns, die hydrophobe Teilchen zu hydrophoben Teilchen wnd 
hydrophile zu hydrophilen treiben. 

Aus diesem Grunde wird es verstandlich, daB hydrophile Substituenten 
im allgemeinen die Tendenz eines Partners, sich mit den hydrophoben 
Teilchen anderer Partner zu vereinigen, abschwachen. Nur dann treten 
spezifische Ausnahmen von dieser Wirksamkeitsreihenfolge auf, wenn de: 
zweite Partner ebenfalls restvalenzreiche, hydrophile Gruppen an geeignete: 
Stelle enthalt, demgegeniiber sich die Restvalenzen der hydrophilen Gruppe 
des ersten Partners absattigen kénnen. Abgesehen von diesen spezifischen 
Reaktionen, bei denen besonders sterische Verhaltnisse eine groBe Rolle 
spielen, gilt aber die vorher aufgestellte Substituentenreihenfolge, die nach 
Labes die zunehmende Flucht aus der hydrophilen Phase in eine hydrophol 
Phase bedeutet und die je nach den Verhaltnissen in den verschiedensten 
Erscheinungen zum Ausdruck kommt: zunehmende Lipoidléslichkeit und 
narkotische Kraft, d.h. zunehmende Flucht und Absorption ineine lipoide 
Phase, zunehmende Adsorption an hydrophobe Phasen (z. B. Kohle, Grenz- 
flachen, kolloide Eiwei®teilchen) mit haufig zunehmender desinfizierende: 
und chemotherapeutischer Kraft (Labes und Jansen®, Labes und Bill 
mann® usw.). Die Auffassung von Labes, daB es sich bei diesen Phenol- 
Basenreaktionen um eine Flucht in die hydrophobe Phase handelt, ist durch 
die Untersuchungen von Bergstermann’ in sehr klarer Weise zum Ausdruck 
gebracht worden. Er zeigte, daB diese Additionsverbindungen in einem 
heterogenen System zwischen Wasser und einem Lipoidlésungsmittel sich 


So nehmen beispielsweise die Léslichkeitsprodukte von der Form 
a. b' zwischen unsubstituiertem Phenol und den folgenden Basen vom 
Wert 5- 10°? beim 3-Aminopyridin iiber den Wert 1,6-10°* beim Pyridin, 
1. 10°? beim Pyridincarbonséuremethylester, 1 - 10°? beim 3-Methylpyridin 
bis 6- 10-4 beim Trimethylpyridin ab. Die Léslichkeitsprodukte von det 
Form a'- 6' nehmen vom Wert 8- 10°% beim 3-Methylpyridin und 3-Chlor- 
pyridin iiber 1- 10-* beim Trimethylpyridin, 9-10°* beim Chinolin, bis 
6-10-* beim Acridin ab. Bei Variation der Phenole in ihrer Wirkung auf 
das Acridin sehen wir die Léslichkeitsprodukte von der Form a!- b! von 
6- 10°® beim unsubstituierten Phenol, iiber 2- 10-* bei den Methylphenolen. 
iiber 1,5- 10-7 bei den Chlorphenolen, bis zu 3- 10°* bei den Naphtholen 
sinken. 2 Labes u. Jansen, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 168, H. | —6, 
1939. 3 Labes u. Billmann, diese Zeitschr. 274, 75, 1934. 4 Bergster 
mann, diese Zeitschr. 304, 223, 1940. 
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augerordentlich stark in der hydrophoben Phase anreichern und daB sich 
diese Additionsverbindung in der hydrophoben Phase bei noch viel niederer 
Konzentration bildet als in der wasserigen Phase, was er durch die Be- 
stimmung der verschiedenen Komplexkonstanten in schéner Weise dartun 


konnte. 

Die zunehmende Flucht in die hydrophobe Phase, die in homo- 
logen Reihen auch oft von einer pharmakologischen Wirkungssteigerung 
begleitet ist, kommt auch in der Regel von Fiihner und Richet zum 
Ausdruck, indem die Wasserldslichkeit innerhalb homologer Reihen 
desto starker abnimmt, je starker mit zunehmendem Gehalt an hydro- 
phoben Gruppen die pharmakologische Wirksamkeit zunimmt. So 
hat auch Labes gefunden, da abgesehen von sterischen Besonderheiten 
sowohl Phenole als auch die Basen zur Phenol-Basenreaktion immer 
geeigneter werden, je geringer mit zunehmendem Gehalt an hydrophoben 
Gruppen die Wasserléslichkeit der Einzelpartner wird. Die Uberein- 
stimmung geht haufig so weit, daB ein Léslichkeitsprodukt von der Form 
a-bl fast genau um das gleiche Vielfache kleiner wird, um das die 
Wasserldslichkeit des Partners a bzw. des Partners b kleiner geworden ist, 
so daB oft ein Partner desto wirksamer ist, je geringer seine Léslichkeit 
ist. Dies kénnen wir auch an unserer Abbildung sehr gut ersehen. Ab- 
gesehen von den unbegrenzt léslichen Pyridinen und dem Benzylamin 
sowie dem tiber 13°, léslichen 6-Oxy-f-phenylathylamin und dem etwa 
3% léslichen Phenylathylamin stellen die rechten unteren Kurven- 
spitzen die molare Konzentration ihrer beinahe gesattigten Lésung des 
undissoziierten Basenanteils dar, so daB bei unserer Ordinatenanordnung 
die am schlechtesten wasserlésliche Base die héchstliegende rechte 
Kurvenspitze aufweist. Wir kénnen daher ohne weiteres den EinfluB 
einer Gruppe auf die Wasserldslichkeit mit ihrem EinfluB auf die Additions- 
reaktion an das Kresol vergleichen. 

Wir sehen wieder bei der Wasserldslichkeit die alte Regel, daB zu- 
nehmende Zahl der hydrophoben Kohlenstoffgruppen die Wasserléslichkeit 
zunehmend senkt. Umgekehrt sehen wir, daB das hydrophile alkoholische 
Hydroxyl die Wasserléslichkeit erhéht, denn das f-Oxy-8-phenylathylamin 
ist auch als Base iiber 13°, léslich, wahrend der entsprechende Kérper ohne 
Hydroxyl nur etwas iiber 3°, léslich ist. Das phenolische Hydroxyl, das 
die Wasserléslichkeit erheblich steigert, senkt im Tyramin dagegen die 
Léslichkeit der Base auf etwa 0,6°,. Es wird dies daran liegen, daB hier 
wie bei den Aminophenolen die saure phenolische Hydroxylgruppe eines 
Molekiils ihre Restvalenzen teilweise an den basischen Gruppen anderer 
Molekiile absattigt, so daB beide Gruppen ihre Hydrophilie gegeniiber dem 
Wasser weniger betatigen kénnen. Die unmittelbar am Ring sitzende hydro- 
phile Aminogruppe in den Toluidinen und dem n-Monomethylanilin erhéht 
die Wasserléslichkeit merklich, wenn man die Léslichkeit dieser etwa 
1°, léslichen Stoffe mit dem unléslichen Benzol und den Methylbenzolen 
vergleicht. Dabei scheint der léslichkeitssteigernde EinfluB in dem kristalli- 
sierenden p-Toluidin nur halb so wirksam zu sein wie bei den iibrigen etwa 
1°, léslichen K6rpern, die im Reinzustand fliissig sind. Bei der direkt am 
aromatischen Ring sitzenden Aminogruppe sind wahrscheinlich die Rest- 
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valenzen durch den Ring teilweise abgesattigt, so daB sie nur eine 
Basizitat aufweist. Bei den vom Ring weiter entfernten Aminogriypey 
dagegen kommt nicht nur die Basizitaét, sondern auch der Hydrophiilie. 
effekt auf die Léslichkeit viel starker zur Geltung. So ist das Benzyliuyjj), 
mit seimer stark basischen Gruppe unbegrenzt wasserléslich. Dadurc), 
daB die Aminogruppe durch eine Methylgruppe vom Ring getrennt ist, hat 
sie nicht nur mehr Restvalenzen gegeniiber dem Wasser frei, sondern kin) 
aus dem Wasser die H-Ionen herausspalten und so ihre starke Basizit,; 
hetatigen. Auch beim f-Phenyldthylamin zeigt sich der wasserléslichkeits 
steigernde EinfluB der kaum durch den Ring abgeschwachten Aminogi upp 
Der GréBe des Kohlenstoffgeriistes entsprechend wire dieser Korper etwa 
mit dem Dimethylanilin vergleichbar, das nur 0,1°, wasserléslich ist, jy 
Gegensatz zum etwa 3°, léslichen 6-Phenylathylamin. Demnach wire also 
in bezug auf die Steigerung der Wasserléslichkeit der Hydrophiliceffekt dey 
durch den Ring unbehinderten Aminogruppe etwa 30mal so groB wie bei der 
Aminogruppe direkt am Ring. Um den wasserléslichkeitssteigernden Effet 
der freien Aminogruppe schaétzungsweise mit dem entsprechenden Effek: 
des im Ring sitzenden Pyridinstickstoffs zu vergleichen, ware die CGegen 
iiberstellung von dem etwa 1°, léslichem Trimethylpyridin und dem 3 

léslichen B-Phenylathylamin geeignet, denn beide haben die gleiche Kohlen 
stoffzahl. Der wasserléslichkeitssteigernde Effekt des maébig basischen 
Pyridinstickstoffs ware in diesem Falle demnach dreimal so gering wie det 
des stark basischen Aminostickstoffs. Trotzdem ist er noch viel gréBer als 


hve 


der der ganz sehwach basischen direkt am Kern sitzenden Aminogruppe: 
denn das f-Picolin ist noch unbegrenzt léslich, wahrend das Anilin mit 
gleicher Kohlenstoffzahl nur etwa 3°,, léslich ist. 


Betrachten wir zunachst einmal den EinfluB einer Methylgruppe 
auf die Reaktion, indem wir zunachst die Monomethylaniline mit dem 
Anilin vergleichen. Sehen wir dabei vorlaufig von kleinen sterischen 


Unterschieden ab, so erkennt man, daB die Methylaniline bei gleicher 
Kresolkonzentration in zwei- bis dreimal so kleiner Konzentration 
wirksam sind als das Anilin. Die Einfithrung der hydrophoben Methy/l- 
gruppe in das Anilin verdoppelt bzw. verdreifacht ungefahr dessen Wirk- 
samkeit. Die hydrophobe Gruppe wirkt demnach auch bei den aromati- 
schen Aminen im gleichen Mabe wirkungsverstarkend fiir die Phenol- 
Basenreaktion, wie dies Lahes und Mitarbeiter in ihren friiheren Sub- 
stitutionsversuchen sowohl am Basen- als auch am Phenolpartnet 
beobachtet haben. Dabei ist bemerkenswert, da auch das Benzylamin 
dieser Regel entspricht, obwohl hier die Methylgruppe zwischen Kern 
und Aminogruppe eingeschaltet ist, wodurch es die Basizitaét der Amino- 
gruppe auBerordentlich verstarkt. Auch das n-Monomethylanilin 
entspricht dieser Hydrophobieregel, obwohl hier die Methylgruppe im 
Gegensatz zu den Toluidinen nicht am Ring, sondern am Stickstoff 
substituiert ist. Fiigen wir nun noch eine zweite Methylgruppe hinzu. 
gleichgiiltig, ob es im Dimethylanilin am Stickstoff oder im #-Pheny!- 
athylamin zwischen Amin und Ring (in das Benzylamin) eingefiilrt 
wird, so wirkt dieses zweite Methyl wieder ungefahr zwei- bis drei fach 
reaktionsverstarkend auf die Phenol-Basenreaktion. Das gleiche Spie! 
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wiederholt sich, wenn wir abermals zwei Methylgruppen einfiihren und 
aus dem Dimethylanilin das Diathylanilin machen. Entsprechend den 


zwei neueingesetzten Methylgruppen wird die Verdreifachung der 
Wirkung zweimal zu erwarten sein. Demnach miiBte das Diathylanilin 
3-3 = neunmal so stark wirksam sein wie das Diathylanilin. Tat- 
sichlich beobachteten wir ungefahr eine Verzehnfachung der Wirkung. 
Diesen wirkungssteigernden Effekt der Methylgruppe sehen wir auch 
bei dem schon friiher untersuchten Pyridin, demgegeniiber das §-Methy|- 
pyridin auch unter den Verhaltnissen des hier benutzten Ammoniak- 


puffers viel wirksamer ist. 

Ganz im Gegensatz zur reaktionssteigernden Wirkung der hydro- 
phoben Methylgruppe steht die hydrophile Hydroxylgruppe. Lhre Ein- 
fiihrung als alkoholisches Hydroxyl in das §-Phenylathylamin schwvicht 
die Reaktion auf ein Zehntel ab, so da vom £-Oxy-f-phenylathylamin 
etwa zehnmal so groBe Konzentrationen zur Phenolfallung nétig sind 
wie vom §-Phenylathylamin. Fiihrt man das Hydroxyl als phenolisches 
Hydroxyl in p-Stellung zum Phenylathylamin ein, so erhalt man das 
Tyramin, das tiberhaupt nicht bzw. schwacher als das Anilin wirkt. 
DaB die Einfiihrung eines zweiten phenolischen Hydroxyls in das 
Phenol bei den unspezifischen Phenolbasenreaktionen die Wirksamkeit 
durch seinen Hydrophilieeffekt abschwacht, ist von Labes und Mit- 
arbeitern bereits vielfach gezeigt worden. Nur bei besonders spezifischer 
Gruppierung hydrophiler Gruppen an beiden Reaktionspartnern kann 
ein zweites phenolisches Hydroxyl elektiv wirkungssteigernd sein, wenn 
vor allem die Méglichkeit gegeben ist, daB die hydrophilen Elemente 
beider Reaktionspartner sich mit ihren Restvalenzen gegenseitig ab- 
sittigen kénnen. Der abschwachende Effekt des ebenfalls hydrophilen 
alkoholischen Hydroxyls ist fiir diese Phenol-Basenreaktionen erst- 
malig festgestellt worden. 

Vergleicken wir nunmehr die Wirkung des Anilinstickstoffs mit der 
des Pyridinstickstoffs, so ist am giinstigsten die Gegeniiberstellung von 
§-Methylpyridin und Anilin, denn in beiden K6rpern handelt es sich 
um einen aromatischen Ring mit ahnlicher Gruppierung der Ring- 
elektronen und beide Kérper haben die gleiche Kohlenstoffanzahl. 
Trotzdem ist das f-Picolin ungefaihr zehnmal so wirksam wie das Anilin, 
und sogar das Pyridin ist mehr wie doppelt so wirksam wie das Anilin, 
obwohl es ein Kohlenstoffatom weniger enthalt. Aus diesem Grunde 
muB man wohl annehmen, daB die Restvalenzhetdtigung des Pyridin- 
stickstoffs gegeniiber dem sauren phenolischen Hydroxyl viel gréBer ist 
als die Restvalenzbetatigung des A nilinstickstoffs. 

DaB tatsachlich der Pyridinstickstoff eine gréBere Affinitét zu sauren 
Wasserstoffen hat, dafiir spricht die im Vergleich zum Anilin viel gréBere 
Basizitdt des Pyridins. Diese Wirkungen werden sicherlich tiberdeckt durch: 
andere Erscheinungen, denn wenn es nur auf die Basizitaét ankame, dann 
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miiBte das Benzylamin mit seiner hohen Basizitat viel starker wirksan 
als die sechwach basischen Toluidine. Bei einer so hohen Basizitat | 
aber die Aminogruppe sicherlich noch andere Anderungen in die Reakt 
fahigkeit. Wir sehen dies z. B. beim Vergleich der Léslichkeit des undis«, 
ziierten Benzylamins und der Toluidine. Das Benzylamin ist namlich sic 
im undissoziierten Zustand unbegrenzt wasserléslich, wahrend die Toluidine 
sehr schlecht wasserléslich sind. Man mu8 also wohl annehmen, aj 
der stark basische Benzylaminstickstoff unter Umstanden dipolartig: ein, 
so starke Restvalenzbetdtigung gegeniiber dem Wasser hat, daB einerseits 
dieser Kérper trotz seines Reichtums an hydrophoben Gruppen unbegrenzt 
wasserléslich, aber anderetseits so stark mit Wassermolekiilen ab 
gesattigt ist, daB seine Restaffinitat gegeniiber dem phenolischen Hydroxyl 
sich nicht so stark betatigt, wie seiner Basizitat entspricht. Der Pyridinstickstoft 
bedingt zwar noch eine volle Wasserléslichkeit, aber vielleicht ist <eine 
Absattigung mit Wasser nicht so stark, und dementsprechend sind noc! 
mehr Restvalenzen fiir die Reaktion mit dem Phenol frei. Immerhin jst 
der Aminostickstoff noch additionsfahig an phenolische Hydroxyle, wenn 
auch wesentlich schwacher als der Ringstickstoff. Es bleibt die Frage 
offen, wie stark der aromatische Ring bei dieser Affinitdtsbetdtiqung heteiligt 
ist; denn beim lso-Amylamin und Piperidin sind nach Labes und Breitenstein 
(vgl. S. 268) die Ursachen der Fallungsreaktion nicht ganz durchsichtig, so 
daB wir, ahnlich wie beim Benzylamin, mit dem Uberlagerungseffekt leicht 
sich bildender Umwandlungsprodukte rechnen miissen. 


So haben wir also bei der Phenol-Basenreaktion bei der Reaktions- 
fahigkeit des phenolischen Hydroxyls gegeniiber den verschiedenen Stick- 


stofformen U berlagerungserscheinungen zwischen dem hemmenden H ydro- 


philieeffekt der verschiedenen Stickstofformen und dem férdernden 
Effekt ihrer Basiztdt gefunden. So kommt es, daB der stark basisch 
Aminostickstof{f des Benzylamins und der Phenylathylamine bei der 
Phenol-Basenreaktion sich etwa ebenso schwach betatigt wie der ganz 
schwach basische Sticksto/f der Aniline, wahrend der in Basizitat und 
Hydrophilieeffekt zwischen beiden stehende Pyridinstickstoff etwa 
zehnmal wirksamer bei der Phenol-Basenreaktion ist. Die schwache 
Basizitat des Anilins erklart aber noch nicht allein die schwache Wirkung, 
denn im Antipyrin ist der Stickstoff noch viel schwacher _ basisch 
(nach Labes und Bergstermann' K, 1,6 - 10-2), und dieser Korper 
gibt auBerordentlich kleine Léslichkeitsprodukte mit den Phenolen. Es 
ist aber méglich, daB die Basizitét der Pyrazolstickstoffe von Natur 
grOBer ist und nur durch die Wechselwirkung mit den tibrigen Gruppen 
der Pyrazolonderivate nicht voll zur Geltung kommt. Jedenfalls hat 
der Stickstoff je nach der Konfiguration eine sehr verschieden starke 
Valenzbetatigung bei der Phenol-Basenreaktion. 

Schwicht man seine Basizitdt véllig ab, z. B. in den reinen Sdureamiden, 
so erlischt — abgesehen von besonderen spezifischen Wechselwirkungen 
die Reaktionsfahigkeit gegeniiber dem phenolischen Hydroxy! sehr weit- 
gehend. Im sauer reagierenden Chinolinsdureimid bildet er im Gegentei! 
mit basischen Anilinderivaten gelbe Additionsverbindungen. Diese beruhen 


' Labesu. Bergstermann, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 187, 289, 1937 
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her, wie die Arbeit von Kopp! ergeben hat, nicht darauf, da® der saure 
(hinolinsaureimidwasserstoff sich an den basischen Anilinwasserstoff an- 
agert, denn das Chinolinséuremethylimid (ohne saures H) bildet ebenfalls 
nit dem Anilin eine gelbe Additionsverbindung, die wahrscheinlich chin- 
yydronartiger Natur ist. Dieser Sdureimidstickstoff wird aller Wahrschein- 


chkeit nach wieder reaktionsfdhig gegeniiber den Phenolen, wenn man eine 
»wisse Basizitat durch Einfiihrung von Alkylen oder anderen Substituenten 
wieder herstellt oder den Kohlenwasserstoffreichtum der Partner in anderer 
\eise vergroBert. Jedenfalls ist das Coramin im Gegensatz zum Nicotin- 
aureamid wieder imstande, mit Phenol eine Fallung zu geben. Stickstoff- 
korper dieser Art sollen demnachst untersucht werden, da gerade diese 
Carbamidgruppierung von besonderer biologischer Bedeutung ist. 


IV. Zur Frage der biologischen Bedeutung. 


Bei Basen, wie Chinin, Strychnin, Pyramidon wnd Cardiazol, die 
mit Phenolen ziemlich kleine Léslichkeitsprodukte geben, ist es durchaus 
n Erwagung zu ziehen, daB sie auch im Tierkérper mit phenolahnlich 
reagierenden Fermenten bzw. Co-Fermenten der Gewebsatmung Additions- 
vrbindungen geben und durch deren Reaktionsausfall zur Stérung der 
(ewebsatmung und zur Anhaufung anaerober Stotfwechselprodukte 
fiihren, welche dann ihrerseits in den betroffenen Organen Erregungs- 
baw. Lahmungserscheinungen auslésen. Dann wiirde man die zentral- 
nervosen Erregungseffekte nach Strychnin, groBen Dosen Pyramidon 
ind Cardiazol als Wirkung partieller Erstickung gewisser Zentren auf- 
fassen und miiBte annehmen, daB diese Effekte durch unterschwellige 
Dosen von Erstickungsgiften, z. B. Blauséure, zu steigern waren. Tat- 
sichlich gelang es Labes und Mitarbeitern? an Fréschen mit unter- 
schwelligen Dosen von Strychnin, Pyramidon und Cardiazol einen vollen 
Erregungseffekt auszulésen, wenn die Basen mit unterschwelligen Blau- 
siuredosen kombiniert wurden. Natiirlich ist wie Labes und Mit- 
arbeiter betonen die Analyse dieser experimentell sichergestellten 
Effekte noch nicht eindeutig, aber nach den bisherigen Versuchen lohnt 
es sich zumindest, die bisherige Auffassung als Arbeitshypothese zu 
benutzen. 

Bei den Aminen, die im Hinblick auf die T'yramin-Adrenalingruppe 
biologisch interessant sind, liegen die Fragen wesentlich schwieriger, 
denn die Affinitaét dieser Amine zu phenolahnlich wirkenden Gruppen 
ist recht gering. Es ist aber daran zu denken, dab, wie wir beim Benzyl- 
amin gesehen haben, diese starken Basen sich sehr schnell in viel 
schwicher basische Produkte umwandeln kénnen, die dann in sehr 
verstarktem Mage die Phenol-Basenreaktion liefern. An solche Bildung 
starker wirksamer oxydativer Umwandlungsprodukte kénnte man auch 
bei der pharmakologischen Wirkung von Stoffen des Isoamylamint ypus 


' F. Kopp, Diss. Jena 1940. — ? Labes, Wedell u. Lipross, Arch. f. 
exper. Path. u. Pharm. 185, 125, 379, 512, 1937. 
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denken, die gleichlaufend mit der Phenol-Basenreaktion desto wirks:)y¢ 
werden, je gréBer ihr Kohlenwasserstoffgeriist ist. (Vgl. die Zusam)\e) 

fassung tiber die pharmakologische Wirkung der Amine von 7'r¢ nid:/: 
burg'.) Fiir die starkere Wirkung derartig oxydativer Umwandliungs. 
produkte kénnte auch sprechen, daB sie lange nicht so stark basis 
sind als ihre Stammsubstanz und darum viel besser permereren konnen 
Es ist auch daran zu denken, daB auBerdem die Oxydation der |ejch 
zu dehydrierenden basischen Aminogruppen in die Redoxpotentiale de 
Organismus eingreift. Bei den aromatischen Aminen, die dem Tyra) 
bzw. Adrenalin nahe kommen, ist ebenfalls eine solche oxydative Un 
wandlung zu schwacher basischen Produkten denkbar, deren Stickstoft 
eine héhere Affinitaét hat. Ohne eine solche Umwandlung ist aber dij 
Affinitat des Stickstoffs zu phenolahnlichen Gruppen so gering. da|) 
sie nur die Affinitatsbetatigung anderer Gruppen bei der Bildung vo) 
Additionsprodukten verstarken kénnte. Dabei spielt die steriscly 
Gruppierung der einzelnen Substituenten eine groBe Rolle, wie das 
Schaumann? gezeigt hat. 


Im iibrigen ist bei der Beurteilung der pharmakologischen Bedeutung 
des Aminostickstoffs bei adrenalinahnlichen Koérpern sehr an seine 
EinfluB auf die Verteilung im Tierkérper und die Permeabilitatsver hilt. 
nisse zu denken. Diese K6rper sind namlich so stark basisch, daB sic 
bei den Reaktionsverhaltnissen des Tierkérpers nur zu einem winzigen 
Bruchteil in der undissoziierten Form vorliegen, die leicht lipoidldslic! 
und permeabel ist. Gros* hat gezeigt, daB die verschiedenen /okal. 
andsthetischen Basen bei alkalischer Reaktion viel starker wirken als 
bei saurer, weil bei alkalischer Reaktion ein viel gr6éBerer Bruchteil in 
Form der lipoidléslichen Base vorliegt. Ebenso konnte Labes# feststellen 
daB bei der Wirkung einer groBen Anzahl von Alkaloiden auf Kaul. 
quappen und Bakterien das gleiche vorliegt, wahrend umgekebrt 
schwach dissoziierende Saéuren bei saurer Reaktion starker wirken, weil 
sie bei saurer Reaktion zum gréBeren Teil in der undissoziierten lipoid- 
léslichen Form vorliegen. 

DaB es bei der Wirkung tatsachlich nicht auf die Gesamtkonzentra 
tion Gy an wirksamer Base, sondern auf die Konzentration Dy, : Gy ar 


undissoziierter Base ankommt, zeigte Labes quantitativ an der de. 
kapitierten Katze fiir das Strychnin®. Ebenso wie durch Alkalisierung 
der Dissoziationsrest Dy, und das Permeationsvermégen pharmakolo 
gisch wirksamer Stoffe wie Alkaloide und Lokalanasthetica giinstige: 


' Trendelenburg, Heffters Handb. d. exper. Pharm, 2, 1130, 1924 
2 Schaumann, Verh. d. Deutsch. pharm. Ges. 1935. — * Gros, Arch. | 


exper. Path. u. Pharm. 63, 80, 1910. — 4 Labes, diese Zeitschr. 130, 14. 


1922. — ® Derselbe, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 146, 44, 1929. 
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estellt werden kann, kann man dies auch durch Substitutionen erreichen, 
jie die Basizitat des betreffenden Kérpers abschwiichen. 

Wie groB der Bruchteil Dy, ist, der etwa bei neutraler Reaktion in 
poidléslicher Form vorliegt, kann man aus den eingangs ermittelten 
reziproken Dissoziationskonstanten A, errechnen. Bei neutraler Reaktion 
H*| = 1- 10-7 ist dann Dy, etwa gleich K,:1- 10-7. Es ist somit beim 


Benzylamin und #-Phenyl-Athylamin (K, 2- 10-1) nur Dy, = 2°/5 in 
indissoziierter Form und permeationsfahig vorhanden. Die Wirkung der- 
utiger Basen ist darum auf das Zentralnervensystem nicht sehr gro und 
.o ist es Verstandlich, daB viele derartige Basen auf das Zentralnervensystem 
teilweise viel weniger wirken als auf Nervenenden, die weniger durch Mem- 
hbranen geschiitzt sind. So kann die Basizitaét einer Verbindung fiir den 
\ngriffsort des betreffenden K6rpers mit von Bedeutung sein. 


Das phenolische Hydroxyl schwacht (vgl. I, 8.275) die Basizitat schon 


etwas ab, so daB vom p-Oxyphenylathylamin (Tyramin) beim Neutral- 
punkt schon Dx, = 4° 99 in permeabler Form vorliegen. Noch starker 


schwacht das alkoholische Hydroxyl die Basizitaét ab. Hier liegt schon 


Ds, 109/59 in undissoziierter permeabler Form vor. Wahrscheinlich 
liegen die Permeabilitatsverhiltnisse beim Adrenalin noch giinstiger, 
da wir hier nicht nur ein alkoholisches Hydroxyl, sondern auberdem noch 
zwei phenolische Hydroxyle im Molekiil haben. Die reziproke Disso- 
ziationskonstante des Adrenalins konnten wir wegen seiner ungeheuer 
leichten Oxydationsfahigkeit nicht direkt untersuchen und sind nur in 
der Lage indirekt zu schlieBen, daB diese gehauften Hydroxyle nicht 
nur rein chemisch wichtig sind, sondern auch dadurch, da} sie durch 
Abschwachung der Basizitaét auch die Permeabilitaét erheblich férdern. 


V. Zusammenfassung. 


Die Bildung von Additionsverbindungen zwischen aromatischen 
Aminen und Phenolen wird an Hand von Fallungsreaktionen quantitativ 
verfolgt. Dabei haben sich eine Reihe von chemisch konstitutiven Gesetz- 
mipigkeiten ergeben. Vor allen Dingen zeigte sich, das der Amino- 
stickstoff je nach Bindungsverhaltnis und Basizitat recht verschieden 
vegentiber Phenolen reagieren kann. Im allgemeinen ist das Additions- 
vermégen der Aminogruppe an phenolische Hydroxyle etwas geringer 
als das Additionsvermégen vom Pyridinstickstoff und dem Stickstoff 
in ahnlichen heterocyclischen Verbindungen. 

Ferner wird durch Bestimmung der Dissoziationskonstanten bei ver- 
schiedenen dieser aromatischen Amine der Einfluf verschiedener 
Substituenten auf die Basizitat ermittelt und dessen Folgen fiir biolo- 
gische Wirkungen besprochen. 

















Uber die Antigeneigenschaften 
von Papainpriiparaten. 
Von 
Richard Haas. 
(Aus dem Institut fiir experimentelle Therapie ,,Emil von Behring 
Marburg/Lahn!.) 
(Eingegangen am 27, April 1940.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die raschen Fortschritte der letzten Jahre auf dem Gebiet de; 
Enzymologie haben auch ein verstairktes Interesse an den immunologi. 
schen Eigenschaften der Fermente wachgerufen. Es sei in diesem Zu. 
sammenhang vor allem auf die Arbeiten Swmmners (1) und seiner Mit. 
arbeiter iiber kristallisierte Urease und iiber Antiurease hingewiese 
Hier ist der Nachweis des Fermentantikérpers zweifelsfrei erbracht 
Auch auf dem Proteasengebiet liegen immunologische Untersuchunyen 
vor. Northrops (2) Versuche mit kristallisiertem Pepsin sind unbe- 
friedigend, da Pepsin unter den Bedingungen seiner Versuche auch mit 
Normalserum reagiert. Seastone und Herriott (3) erzeugten Antikérper 
gegen Schweinepepsin, die eine bemerkenswerte Artspezifitat aufwiesen 
insofern sie mit Rinder- und Meerschweinchenpepsin reagierten, aber 
nicht mit Kaninchen-, Hiihner- und Haipepsin. Auch gegen Pepsinogen 
wurden Antikérper erzeugt. In Untersuchungen von Ten Broeck (4 
wurden Antigeneigenschaften beim Chymotrypsin nachgewiesen. Er- 
wahnungen verdienen an dieser Stelle auch die zahlreichen Arbeiten cle: 
letzten Zeit iiber Bakterienproteasen, insbesondere diejenigen vor 
E. Maschmann (5). Hierbei kénnen sich unter Umstanden wertvol|: 
Ausblicke auf eine antifermentative Wirksamkeit der therapeutische 
Immunsera ergeben. 

Auch beim Papain liegen schon Untersuchungen iiber seine immuni- 


sierenden Eigenschaften vor. Ein Eingehen auf die alteren Arbeiten 
von Ehrenreich, Stenitzer, Achelma und Pozerski kann unterbleiben, a: 
sie in der wichtigeren neueren Arbeit von Walton und Segura (6) be- 


sprochen sind. 


Walton .und Segura hatten mit dem Berkefeld-Filtrat der Glycerin 
Wasserlésung eines Papainhandelspraparats (Parke Davis) zwei Hund 
intraperitoneal und intravenés mit Dosen immunisiert, die 40, 80 bzw 


' Diese Arbeit von R. Haas war bereits im September 1939 fertis. 
konnte aber aus éuBeren Griinden erst heute, April 1940, zur Veréffentlichung 
gelangen. H. Sch. 
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20mg Trockenpulver entsprachen. Die proteolytische Aktivitat wurde 
mit einer sogenannten ,,photographischen Filmmethode™ gemessen, wie sie 
yon Gates (7) und Gilman und Cogwill (8) beschrieben wurde. Sie beruht 
darauf, daB ein belichteter (Réntgenstrahlen) und entwickelter Gelatine- 
film mit der Gelatineflache nach unten in eine Kammer reicht, in der die 
Proteolyse vonstatten geht. Mit dem Fortgang der Verdauung wird der 
(elatinefilm abgebaut und die in Freiheit gesetzten Silberpartikelchen 
sinken der Schwere folgend zu Boden. Die kolorimetrische Ermitthing der 
Lichtdurchlassigkeit des Films vor und nach der Verdauung liefert ein MaB 
der Fermentaktivitat. Die verwendete Papainkonzentration war 1: 1000 
ynd der Serumgehalt der Ansatze betrug 10°,. Zur Kontrolle liefen Ansitze 
mit Normalserum parallel. Die Variation der Zeit zwischen Blutentnahme 
und Auswertung im Versuch ergab keinen Einflu8 auf die erzielten Ergebnisse. 
Einstiindiges Erhitzen der Sera auf 60° bewirkte eine geringe Abnahme der 
Aktivitat. Auch die Lange der Zeitspanne, die zwischen Mischung des 
Serums mit dem Papain und dem eigentlichen Versuch lag, war ohne Be- 
deutung. Walton und Segura konnten sich auf Grund ihrer Untersuchungen 
nicht vom Vorliegen einer Antipapainwirkung iiberzeugen. Bei beiden 
Versuchshunden trat nach der vierten Injektion (insgesamt verteilten sich 
24 Injektionen auf 97 Tage) eine Schockreaktion vermutlich anaphylaktischer 
Natur auf, die sich nicht wiederholte. Die Immunseren préazipitierten mit 
filtrierten Papainlésungen, da das aber auch Normalsera taten, so ist der 
Befund in den Augen der Verfasser entkraftet. Serum-Papainmischungen 
zeigten nach Abzentrifugieren des Prazipitats die gleiche Aktivitat wie ohne 
Abtrennung derselben. Die Verfasser lehnen abschlieBend die Entstehung 
eines Papainantikérpers bei ihren Untersuchungen ab. 


Es ist selbstverstandlich, daB immunologische Untersuchungen an 


Fermenten mit méglichst hochgereinigten Praparaten angestellt werden 
miissen, da man sonst leicht Wirkungen von Begleitstoffen fiir solche 
des Enzyms halten kann. Bei Fermenten wie Urease, Pepsin, Chymo- 
trypsin und auch Papain, die kristallisiert erhalten werden kénnen, ist 
diese Forderung zu erfiillen. Etwas anders liegen die Verhaltnisse bei 


Fermenten, deren Reindarstellung noch nicht soweit gediehen ist. In 
solchen Fallen kann der serologische Test allein keine Beweiskraft 
haben, sondern es ist unerlaBlich, die Wirkung des Antikérpers auf die 
Funktion des Enzyms zu priifen. Findet man hierbei eine spezifische 
Hemmung der Enzymwirkung, so kann man von einer Antiferment- 
wirkung sprechen. Andererseits kann man aber in demjenigen Falle, 
wo man keine Hemmung findet, nicht unbedingt den SchluB ziehen, 
daB kein Enzymantikérper vorliegt, da sich ja die Spezifitat und 
Affinitat des Antikérpers gegen denjenigen Teil des Ferment-,,Molekiils* 
richten kann, der nicht Funktionstrager ist. So zeigen ja gerade die 
Urease-Antiureasekomplexe noch deutliche Ureasewirkung (9). 

Vielleicht ist es méglich, in solchen Fallen, wo die Enzymantikoérper- 
reaktion unter Prazipitatbildung verlauft, eine Klarung dieser Frage 
durch Abtrennung des Prazipitats und Aktivitaétsbestimmungen in der 
hinterbleibenden Fliissigkeit zu erzielen. 
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R. Haas: 


Nach AbschluB unserer Untersuchungen im September 1939. \ 
uns noch eine Arbeit von M, Caleinat (Boll. Ist. Sieroterap. Mil. Is 
ref. Chem. Centralbl. 1940, 1, 2170) bekannt, in der anaphylaktogene | 
schaften von Papainpraparaten und ihren Autolysaten beschrieben wi 


Eigene Versuche. 


Ein kristallines Papain stand uns leider nicht zur Verfiiguny 
Enzympraparat. Das fiir unsere Untersuchungen benutzte Papain 


priaparat war ein farbloses bis leicht gelblich gefarbtes, gut wasser 


lésliches Pulver. Es war aus dem wasserléslichen Anteil eines kaufliche; 
Papains des Handels (Papain puriss. Witte) durch wiederholte und 
fraktionierte Acetonfallung dargestellt und gereinigt worden.  Fiir 
simtliche Untersuchungen wurden stets frische Auflésungen verwendet 
Fiir die Immunisierung und die serologischen Priifungen wurden diese 
Lésungen teils direkt, teils nach Filtration durch Seitz-EK-Filter ver. 
wandt, ohne da® Unterschiede beobachtbar gewesen waren. Fiir dic 
Abbauversuche wurden nur Seitz-EK-Filtrate verwandt, da hier jede 
auch noch so geringe bakterielle Verunreinigung ausgeschlossen werden 
sollte. 

Sensibilisierungsversuche an Meerschweinchen. 200 bis 250 g schwere 
Meerschweinchen wurden im Abstand von 48 Stunden mit 2 und 3 my 
Papain subcutan sensibilisiert. Das injizierte Fliissigkeitsvolumen 
betrug stets 1 cem. Nach durchschnittlich 3 Wochen wurde mit der 
Priifung auf eingetretene Cberempfindlichkeit begonnen. Der ana. 
phylaktische Schock wurde einesteils durch intravenése Reinjekticn des 
Antigens ausgelést. Bei einem anderen groBen Teil der weiblichen 


Tabelle I. Durch intravenése Papaininjektion ausgeléste ana- 
phylaktische Schocks bei papainsensibilisierten Tieren. 
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Versuchstiere bedienten wir uns zum Anaphylaxienachweis der Schultz- 
paleschen Methode. Die Tabelle 1 gibt zunachst eine Ubersicht iiber Ver- 
suche, bei denen wir uns der intravenésen Schockauslésung bedient hatten. 

Samtliche Tiere starben im typischen anaphylaktischen Schock, 
was auch durch die Sektion bestatigt wurde. Wie zu erwarten, starben 
auch bei der Reinjektion von 20 mg Papain die sensibilisierten Tiere 
im anaphylaktischen Schock. Doch sind 20 mg Papain auch fiir ein 
ynvorbehandeltes Meerschweinchen keine unwirksame Dosis. Von drei 
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Abb. 1. Priifung der Papainiiberempfindlichkeit am: Uterus eines sensibilisierten Meerschweinchens, 


unvorbehandelten Tieren starben zwei nach etwa 1 Stunde, das andere 
blieb am Leben, nachdem es langere Zeit einen deutlich kranken Ein- 
druck gemacht hatte. Wurden 40mg unseres Papainpraparats intra- 
vends unvorbehandelten Meerschweinchen verabreicht, so trat inner- 
halb 3 Minuten der Tod ein unter Symptomen, die groBe Ahnlichkeit mit 
denjenigen des akuten anaphylaktischen Schocks aufwiesen. Insbe- 
sondere fand sich auch bei der Sektion eine deutliche Lungenblahung, 
die jedoch bei denjenigen Tieren, welche mit 20 mg Papain einen etwas 
protrahierteren Tod erlitten, nicht deutlich ausgepragt war. 

In analoger Weise gelang der Nachweis der Papainiiberempfindlich- 
keit am isolierten Meerschweinchenuterus (Schultz-Dale). Zur Technik 
ist zu bemerken, daB sich das Organ in einer durch Wasserbad auf 37° 
erwarmten, sauerstoffdurchspiilten Kiivette befand, deren Fliissigkeits- 
volumen 50 ccm betrug. In diese Fliissigkeitsmenge (Tyrodelésung) 
wurde die jeweils gepriifte Antigendosis in 1 ccm Volumen gegeben. 
Die Abb. 1 vermittelt das Ergebnis einer Priifung eines durch 2 und 
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3 mg unseres Papainpraparats sensibilisierten Tieres auf Cberemprtind. 


lichkeit. Auf Zugabe von 1 mg Papain (Pfeil 3) erfolgte eine stark. 
Kontraktion, die sich aber auf erneute Zugabe der gleichen Dosj, 
(Pfeil 4) nach vorangegangener Entspannung nicht wiederholte. Pj. 
letzte Kontraktion (Pfeil 5) ist die Kontrolle mit Hypophysin (0,4 Vout 
lin-Einh.). Zur Kontrolle wurden vor der Papainzugabe in die Kiivette 
Img Pepsin (Pfeil 1) und danach 1 mg Pferdeserumeiweif (Pfei! 2 
zugegeben, um die Spezifitat der Reaktion zu zeigen. Auf Zuvyaly 
beider Substanzen trat keine Reaktion ein. Der Ausfall der Priifuny 
ist prinzipiell der gleiche, wenn erst mit Papain und dann mit Pepsin 
und SerumeiweiB getestet wird. 

In Kontrollversuchen, auf deren Wiedergabe wir hier verzichten 
wurden Meerschweinchenuteri gepriift von solchen Tieren, die mit 
1 und 2 mg Pepsin ,, Witte’ vorbehandelt worden waren. Die Priifung 
von vier Tieren ergab, da weder auf 1 mg Pepsin noch auf | mg Papain 
Kontraktionen auftraten. Das gleiche gilt fiir die Dosis 0,5 mg. Wir 
beobachteten bei der Priifung der Uteri unvorbehandelter Meerschwein. 
chen, daB Pepsin Witte im Gegensatz zu dem von uns benutzten Papain. 
praparat bei Zugabe von 2 mg und dariiber zur Kiivette einen primaren 
Reiz fiir den Uterus darstellt und zu einer Kontraktion fiihrt, die aller. 
dings im allgemeinen langsamer und nicht so gleichmaBig verlauft, wie 
die Schockkontraktion. Vereinzelt stellt sogar 1 mg Pepsin ,, Witte 
eine Dosis dar, die eine Zusammenziehung eines unvorbehandelten 
Uterus bewirkt. Papain bewirkte in der Dosis von 1 und 2 mg bei 
keinem der von uns gepriiften Normaltiere eine Kontraktion des Uterus 


Immunisierung von Kaninchen. 


3 bis 4kg schwere Kaninchen wurden mit Papain und andere 
parallel mit Pepsin ,,Witte’’ immunisiert. 

Bei der ersten Serie stieg die Dosis von 0,002 bis auf 40 mg Papain, 
wobei sich diese Steigerung auf insgesamt 13 Injektionen verteilte. Zwischen 
zwei aufeinanderfolgenden Injektionen lagen in der Regel 4 Tage. Da: 
intravenés injizierte Volumen betrug durchweg |leem. 7 Tage nach der 
letzten Injektion wurden die Tiere entblutet. Nachdem sich die gute Ve1 


triglichkeit der Fermentpraparate fiir die Kaninchen bei der ersten Serie 


herausgestellt hatte, immunisierten wir eine zweite Serie, bei der wir sofort 
mit 0.5 mg begannen und die Enddosis bis auf 80, 150 und bei einem mit 
Papain immunisierten Tier auf 250 mg steigerten. Hierbei wurde zum Schlu! 
mit einer 4°,igen Lésung immunisiert und das injizierte Volumen wa: 
entsprechend den angegebenen Dosen gréBer als 1 eem. Auch hier erfolgte 
die Entblutung am siebenten oder achten Tag nach der letzten Injektion 
Wie schon oben erwahnt, waren die fiir die Immunisierung verwendeten 
Papainlésungen stets frisch bereitet und zum Teil durch Seitz-EK-Filte! 
geschickt. 

Die serologische Auswertung der Kaninchenimmunsera erfolyt 
mittels Komplementbindungsreaktion und Prazipitationsreaktion. Die 
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Komplementbindungsversuche von Antipapain- 
Antipepsinseren mit Papain bzw. 


und 
Pepsin. 
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Tabelle Il bringt zundchst das Ergebnis eines Komplementbindungs- 
versuchs, der in seinem Ausfall typisch fiir alle anderen gleichartigen 
Versuche ist. 

Es wurde mit Vierteldosen gearbeitet 
in einer Verdiinnung von |: 


und das Immunserum kam 
10 zur Anwendung. Die Hemmung der 
Haimolyse lag zum Teil noch in einer Verdiinnung | : 20000 vor. Vielfach 
verlief die Komplementbindungsreaktion auch zonenférmig derart, 
daS eine Hemmung der Hamolyse erst in der Verdiinnung 1: 32 begann. 
Wahrend die starke Hemmung des Papains mit dem Antipapainserum 
in simtlichen angestellten Versuchen deutlich ausgepragt war, konnten 
wir uns vom Vorliegen der gleichen Reaktion zwischen Pepsin und 
Pepsinimmunserum bisher noch nicht mit Sicherheit iiberzeugen. Mit 
einigen Seren kam es zu schwachen Hemmungen, etwa wie sie auch in 
Tabelle II angedeutet sind. Es erscheint uns fraglich, ob so ein Reak- 
tionsausfall trotz offensichtlich vorhandener Spezifitat als positives 
Resultat angesprochen werden kann. 

Ganz analog verliefen auch die Prazipitationsversuche. Tabelle III 
vermittelt davon einen Eindruck. 


Tabelle III. Prazipitationsversuche zwischen Papain sowie 
I I 


Pepsin mit Papain- und Pepsinantiserum. 
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Methodik des Prazipitationsversuchs. 


In eine Reihe von Roéhrchen (0,9 cm Durchmesser, 12 em Lanve 
werden je 0,3 cem Antigenverdiinnung (geometrische Reihe, Faktor 2 
und 0,1 ccm unverdiinntes, inaktiviertes Lmmunserum gegeben. 

Die Konzentration der Antigenlésung, von der im ersten R6éhrchen ays. 
gegangen wird, betragt sowohl beim Pepsin wie beim Papain 1°. Nach 
griindlichem Vermischen der Réhrcheninhalte mittels Schiitteln kommen 
die Gestelle mit den Réhrchen fiir 2 Stunden in ein Wasserbad von + 4() 
bis + 45°C. Danach erfolgt die erste Ablesung. AnschlieBend gelangen 
die Réhrchen 18 bis 20 Stunden in den Eisschrank (etwa + 5° C), worauj 
sich eine zweite Ablesung anschlieBt. Der in Tabelle III eingetragene 
Befund entspricht der nach den ersten beiden Stunden vorgenommenen 
Ablesung. 


Bei samtlichen gepriiften Antipapainseren war der Verlauf der 
Flockung zonenférmig. Bei intensiver immunisierten Tieren war die 
Zone in der Richtung héherer Antigenkonzentration verschoben, weil 
hier infolge des vermutlich héheren Antikérpergehalts der Immunsera 
optimale Proportionen schon bei weniger starker Antigenverdiinnung 
vorlagen. Niemals flockten Antipapainsera mit unserem Pepsinpraparat. 
Umgekehrt beobachteten wir auch bei sechs verschiedenen Antipepsin- 
sera keine Prazipitation mit Papain, aber auch nicht mit Pepsin. Diese 
von uns gemachte Beobachtung steht in gewissem Gegensatz zu det 
Eingangs erwahnten Feststellung von Walton und Segura, daB Papain 
auch mit Normalseren, allerdings von Hunden, prazipitierte. In unseren 
Versuchen reagierte das Papain durchaus spezifisch. 


Versuche zur Hemmung der fermentativen Wirkung des Papains 
. durch Antiserum. 


Wie bereits betont, ist es fiir den Nachweis eines Enzymantikorpers 
unerlaBlich, die Beziehungen dieses Antikérpers zu der Ferment- 
funktion zu untersuchen. Wir haben in einer Reihe von Versuchen den 
EinfluB des Kaninchenantipapainserums auf eine durch Papain vor sich 
gehende EiweiBspaltung im Vergleich mit dem Serum unbehandelter 
Kaninchen gepriift. Diese Versuche kénnen, vor allem was ihre quanti- 
tative Seite anbelangt, noch nicht als véllig abgeschlossen angesehen 
werden. 

Als Substrate der Verdauung verwandten wir Casein und Gelatine 
Doch enthielten simtliche Ansaétze auBerdem inaktiviertes Kaninchen- 
serum. Deshalb kann auf Grund der Versuche nicht gesagt werden. 
ob die beobachteten Zuwachswerte auf einer Spaltung von Casein und 
Gelatine oder auch von Serumeiweif8 beruhen und in welchem Ver- 
haltnis die beiden Substrate an der Gesamtspaltung beteiligt sind. 
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Als Fermentaktivator kam bisher nur HCN zur Anwendung. Die 
(ntersuchungen mit anderen Aktivatoren stehen noch aus. In Vor- 
versuchen hatten wir zunachst keine Hemmung der Caseinspaltung 
vefunden, was mit den Befunden von Walton und Segura iiberein- 
mustimmen schien. In diesen Ansatzen hatte die zugesetzte Serum- 
menge 10%, des Gesamtansatzes ausgemacht. Als wir die mengen- 
maBigen Beziehungen zwischen Papain und Immunserum, wie sie in 
jiesen Ansatzen vorlagen, mit denjenigen verglichen, die bei einer 
vrologischen Prazipitationsreaktion an der Stelle der starksten Flockung 
orlagen, ergab sich, daB unser Ansatz héchstens den 20. Teil der fiir 
ine optimale Flockung notwendigen Antikérpermenge enthielt. Ein 
\nsatz von insgesamt 20 ccm hatte 2 ccm 2°,ige Papainlésung ent- 
halten und 2 cem Immunserum. Auf Grund des Prazipitationsversuchs 
hatten 0,3 com 1/5 °%iger Papainlésung gut mit 0,1 cem Immunserum 
geflockt. Dann hatten 2 ccm 2 °,iger Papainlésung optimal mit 42,2 cem 
Immunserum reagiert. In unserem Ansatz lag also ein erheblicher 
FermentiiberschuB vor. Bei Seren, deren Flockungsoptimum bei noch 
joherer Papainverdiinnung liegt, war der relative PapainiiberschuB 
wahrscheinlich im Ansatz noch gréRer. Es ist méglich, daB auf der 
Nichtbeachtung dieses Umstandes die negativen Ergebnisse von Walton 
ind Segura beruhen. Wir muBten deshalb versuchen, unsere Ferment- 
msitze so einzurichten, daf Papain und Immunserum im Ansatz in 
Konzentrationen vorlagen, die denjenigen bei optimaler Flockung 
moglichst nahe kamen. Dies wurde erreicht, indem Ansatze von 10 bzw. 
lleem leem 0,2 °,ige Papainlésung und 4 ccm Immunserum enthielten. 

Eine weitere Erniedrigung der Papainkonzentration konnte nicht 
vorgenommen werden, wenn sie auch im Hinblick auf ein giinstiges 
Verhaltnis von Enzym zu Antikérper erwiinscht gewesen ware. Die 
Zuwachswerte waren aber dann zu niedrig und lagen innerhalb der 
Fehlergrenze. 


Methodik des Hemmungsversuchs. 


4 cem inaktiviertes Serum (Immunserum oder in den Kontrollversuchen 
Serum von unbehandelten Tieren) werden mit 1,0 cem 0,2°,iger Papain- 
ésung gemischt und 1 Stunde bei 40° bebriitet. Danach werden hinzu- 
vegeben: 1,0 cem m/5 Dinatriumcitratlésung!, 0,4 cem 0,5°,ige Blausaure- 
isung (fiir die Bereitung der Blausdéurelésung werden z. B. 10 cem 1° ige 
KCN-Lésung mit etwa n/6 HCl gegen Methylrot neutralisiert und das 
Volumen mit Aqua dest. auf 20 cem gebracht. Diese Lésung muB stets 
irisch bereitet sein) und 4 ccm etwa 5 °,ige Caseinlésung bzw. 3° ,ige Gela- 
tinelésung, py mit n/l HCl auf etwa 4,8 bis 4,9. Der Ansatz kommt fiir 
44 Stunden in den Brutraum bei 37°. Nach 20 und 44 Stunden werden 


! Hergestellt durch Auflésen von 21,00 g Citronensiure in 200 ccm 
n 1 NaOH und Auffiillen auf 500 cem. 
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steril Proben entnommen und in bekannter Weise nach Willstdtter- || 
schmidt-Leitz der Zuwachs an Carboxylgruppen in Gegenwart von A|\ 
mit Lauge titriert. 

In diesen Versuchen blieb also das Papain-Antipapainprazipitat jy 
Verdauungsansatz. 


In einer weiteren Reihe von Versuchen wurden 5cem Immunsery 
mit 1,2 cem 0,2 °,iger Papainlésung gemischt und | Stunde bei 40° gehal\tey 
Dann wurde schart abzentrifugiert und von der iiberstehenden Fliissigke;: 
5cem abpipettiert. Mit diesen 5ccm wurde der Ansatz dann, wie obey 
beschrieben, weiter behandelt. Bei samtlichen Ansiétzen wurde dure} 
Sterilitatskontrolle darauf geachtet, daB keine bakteriellen Verunrein 
gungen auftraten. 


Tabelle IV. Ergebnisse von Verdauungsversuchen mit Papaiy 
zum Nachweis der Hemmung durch Antipapainserum 





Gelatine 
ohne mit ohne 
Abtrennung des Pa-A-Prizipitats | Abtrennung des Pa-A-Prizipitat- 


20 Std. 44S8td. 18 Std. 42 Std.) 20Std. 44. Std.) 20 Std. 44 Sta 


Normalserum 0,92; 1,50) 1,21 | 1,62 1,14 1,47); 1,62 
Normalserum 1,09! 1,46) 1,02 , 1,48 1,31 1,561} 1,27 
Immunserum —0,04|—0,16) 0,31 | 0,65 —0,28 —0,31 0,39 
Hemmung in % des 

Mehrverbrauchesan 

alkohol. NaOH ... 2,5 58 


Die Tabelle LV bringt eine Zusammenstellung einiger von uns er 
haltener Ergebnisse, sowohl bei Versuchen ohne wie mit Abtrennuny 
des Papain-Antipapainprazipitats. Die Messung des Spaltungsverlaufs 
geschah durch Titration entnommener Proben mit n/100 alkoh. NaOH 
in Gegenwart von 90°,igem Alkohol. Indikator: Thymolphthalein 

Die Zahlen der Tabelle [IV bedeuten cem n/100 alkoh. NaOH unt 
stellen Zuwachswerte dar, d.h. Differenzwerte zwischen dem sofor' 
bei Beginn des Versuchs und dem nach der in der Tabelle angegebene: 
Zeit titrierten Wert. Titriert wurden jeweils zwei Proben zu 1 ccn 

Die Normalseren in den verschiedenen Kolumnen waren niclit 
immer gleich. Obige Tabelle soll nur besagen, da bei jedem Immun 
serum stets parallel zwei Kontrollen mit Kaninchennormalserum liefen 

Die in obiger Tabelle enthaltenen Zahlen zeigen deutlich cer 
hemmenden Einflu8 des Immunserums auf die Proteolyse. Das prin 
zipiell gleiche Ergebnis hatten viele, hier nicht aufgefiihrte weiter 
Versuche. Immer lagen die héchsten Abbauwerte bei den Ansatzen mit 


Normalserum. Samtliche Ansatze waren nach Ablauf des Versucli 


noch steril. Somit sind Einfliisse bakterieller Verunreinigungen i! 
Sicherheit ausgeschlossen. Oft finden sich auch betrachtliche Unte: 
schiede zwischen zwei Normalseren. Wir sind noch nicht in der Lay 
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mnzugeben, worauf diese beruhen. Wichtig erscheint uns auch der 
Unterschied zwischen den Ansitzen, bei welchen das Prazipitat ab- 
veschleudert wurde und denjenigen, bei denen es im Ansatz wahrend 
les Abbaus vorhanden war. In letzterem Falle war stets noch ein 
vewisser Zuwachs festzustellen, im ersteren nicht mehr. Daraus mu man 
wohl schlieBen, daB im Papain-Antipapainprazipitat noch wirksame 
aktive oder aktivierende Gruppen [vgl. Bersin (10)] zur Verfiigung 
stehen. Auf Grund obiger Beobachtungen erscheint es méglich, da} die 
Verhaltnisse ahnlich liegen wie bei der Antiurease und die ,,Affinitat* 
des Antipapains sich gegen andere als die funktionellen Gruppen des 
Papains richtet. DaB die hier mitgeteilten Befunde vorlaufig nur fiir 
das von uns benutzte Papainpraparat Giiltigkeit haben, ist selbst- 
verstandlich. Es ware wiinschenswert, diese Untersuchungen unter 
Benutzung noch weiter gereinigter, eventuell kristalliner Papainpraparate 
und anderer Aktivatoren, speziell Sulfhydrylverbindungen, zu erganzen. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird iiber Untersuchungen mit einem gereinigten Papain- 
praparat berichtet, in denen es gelang, sowohl] Meerschweinchen aktiv 
zu sensibilisieren, als auch beim Kaninchen die Bildung von Antikérpern 
m erzielen, die sich durch Komplementbindungsreaktion und Pra- 


zipitation nachweisen lassen. Auch Seifz-EK-Filtrate der Enzym- 


lisung sind antigen wirksam. 

2. Durch Zusatz von Immunserum zu Fermentansatzen kann im 
Vergleich mit Kaninchennormalserum die Proteolyse a) bei Verbleib 
des Papain-Antipapainprazipitats im Ansatz wahrend der Verdauung 
deutlich, b) bei vorheriger Entfernung des Papain-Antipapainprazipitats 
praktisch komplett gehemmt werden. 

3. Parallelversuche mit einem gereinigten Praiparat von ,,Pepsin 
Witte’ hatten bis auf einen Fall, wo schwache Komplementbindung 
vorhanden war, bei negativer Flockung keinen serologischen Anti- 
kérpernachweis bisher gestattet. Abbauversuche damit wurden bisher 
nicht vorgenommen. 
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Uber die Reaktion von Methiimoglobin mit Cyanat, 
Von 
(ierhard Hecht. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der I. G. Farbenindustrie Akti« 
gesellschaft, Werk Wuppertal-Elberfeld. ) 
(Eingegangen am 29. April 1940.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Es ist eine Reihe von Anionen bekannt, mit denen Methamog|ohiy 
Komplexverbindungen von charakteristischem Spektrum eingeht, s 
das Cyanid, Fluorid, Sulfid, Azid, Fulminat (Barnard und Neitzel) wn 
wie Jung kiirzlich mitteilte, das Rhodanid. Diesen schlieBt sich. wi: 
im folgenden gezeigt werden soll, das Cyanat an. 

Weltmann und Gotzmann teilten 1925 mit: ,, Bei Zusatz des Cyanat: 
zu lackfarben gemachtem Blut trat prompt die Umwandlung des Blut. 
farbstoffs zu Methamoglobin auf, wenn wir verdiinnte Ferricyankalium 
lésung zufiigten, wihrend die mit Cyankali versetzte Blutlésung diese 
Umwandlung vermissen lieS.‘* Im letzten Falle ist die Deutung, da 
der Streifen im Rot deswegen nicht sichtbar wurde, weil das gebildet: 
Methamoglobin alsbald in Cyanmethaimoglobin umgewandelt wird 
Die das Cyanat betreffende Angabe scheint auf den ersten Blick zuzu. 
treffen, erst genaueres Studium des Spektrums zeigt, daB auch hie 
kein gewohnliches Methamoglobin vorliegt. 

Versetzt man namlich eine Methamoglobinlésung, die durch iiber- 
schiissigen Ferricyankaliumzusatz zu einer Hamoglobinlésung _her- 
gestellt ist, mit Kaliumeyanat und betrachtet sie im Vergleichsspektro 
skop gleichzeitig mit der cyanatfreien Methamoglobinlésung, so kann 
man beobachten, daB der Absorptionsstreifen im Rot ein wenig i: 
Richtung der kiirzeren Wellenlangen verschoben und daneben etwa: 
intensiver geworden ist. DaB hier ein neuer K6érper vorliegt, wird noc! 
deutlicher, wenn man beide Lésungen durch Boraxzugabe schwac! 
alkalisch macht: waihrend die reine Methamoglobinlésung das Spektrun 
des alkalischen Methamoglobins zeigt, ist bei der cyanathaltigen Probe 
der Streifen im Rot erhalten geblieben. 

Die Abb. 1 veranschaulicht diesen Vergleich bei saurer, Abb. 2 be: 
alkalischer Reaktion mittels spektraler Absorptionskurven (Spektral- 
photometer Zeiss-[kon). Sie wurden in folgender Weise gewonnen 
Gewaschene Hundeerythrocyten wurden mit der fiinffachen Wasser 
menge hamolysiert. 30 ccm dieser etwa 5°,igen Hb.-Losung wurde! 
mit 60 cem n/15 Phosphatpuffer, px 6.2, und 10 cem 1°,igem Fert 
eyankali versetzt. Die so gewonnene Methamoglobinlésung wird dur 
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Schleudern geklart und dann einerseits mit der dreifachen Wassermenge 
Abb.1, Kurve 1), andererseits mit dreifacher Menge 1,0 °,igem Kalium- 
yanat (Abb. 1, Kurve 2) verdiinnt. 30 ccm der gleichen Hb.-Lésung 
werden mit 10cem 1 %igem Ferricyankalium in Methb. iibergefiihrt und 
nach 1 Stunde mit 60 cem 
» 5 Boratpuffer, pu 9,2, al- 
kalisch gemacht und _ ge- 
shleudert. Ein Teil dieser 
Losung wurde wiederum mit 
drei Teilen Wasser (Abb. 2, 
Kurve 3), ein anderer Teil 
mit drei Teilen Kaliumeyanat 
versetzt (Abb. 2, Kurve 4). 

In Gegenwart von Cya- 





























600 550 900 
Abb. 1. mp 


i ; Absorptionsspektrogramm von saurem Methimoglobin 
Absorptionsbande im Rot ohne (1) und mit (2) Cyanatausatz. 


nat ist also unabhangig von 
der Reaktion eine scharfe 


vorhanden, die der des sauren 

Methamoglobins ahnelt, aber intensiver ist. Die Auswertung von Gitter- 
spektrogrammen, die ich Herrn Dr. EF. Merkel, Wuppertal-Elberfeld, 
verdanke, ergab, daB das Maximum der Absorption bei etwa 627 mu 
liegt, also gegentiber dem des sauren Methaimoglobins um 3 bis 4 mu 
kurzwellig verschoben ist. Weiter 





igen die cyanathaltigen Lé- 
sungen bei etwa 575 mu ein 
zweites deutliches Maximum der 
Extinktion, Minima bei 605 und 
55d ML. 

Diese Veranderung des Spek- 
trums hatte durch die Gegenwart 
des Ferricyanids bzw. seines Re- 
duktionsproduktes in obigen L6- 
sungen mitbedingt sein kénnen. 
DaB dies aber nicht der Fall ist, a.%. 
ergab ein Versuch mit intravital — Sbertiowspeltraranm | von altace 
durch Nitrit gebildetem Met- gatz (4). (Gleiche Konzentration wie in Abb. 1.) 
hamoglobin. 

Eine Katze wurde mit 30 mg/kg Natriumnitrit subcutan vergiftet : 
nach 1 Stunde wurde Blut entnommen, die Erythrocyten isoliert und 
mit Wasser hamolysiert. Diese Blutlésung zeigte spektroskopisch einen 











550 mp 


intensiven Methaimoglobinstreifen. Nach Cyanatzusatz ergab sich das 


gleiche Verhalten des Spektrums bei saurer und alkalischer Reaktion 


wie oben beschrieben. 
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Es ist daher berechtigt, den K6rper mit diesen spektralen Ejven 
schaften als ,,Cyanat-Methamoglobin® anzusprechen. 


Uber die Affinitaét des Cyanats zum Methamoglobin unterrichte: 


folgender Versuch: Eine 1,7°,ige Oxvhamoglobinlésung vom Hunde 
wird mit !/59 Volumen 1 °,igem Ferricyankali versetzt. Nach einige: 
Zeit wird die so bereitete Methamoglobinlésung mit dem gleichey 
Volumen m5 Boratpuffergemisch, pu 9.2, verdiinnt. Zu je 5cem werden 


folgende Mengen KCN O- bzw. KCN S-Lésungen zugefiigt. 





KCNO | KCNS [| Nr. KCNO KCNS 

slol 
1,0 cem 1 + + > | 0,2cem 0,1 % (+) nicl 
is, Fe Uae 10. 0.01% 
ORE re a4 + 8. Ob.) -O08o, 
10» 01% | +4 0,2 ., 0.01% 
0:0: 0% | : 


mel 





Die -++--Zeichen geben die Intensitét des bei der Spektralunter. 
suchung beobachteten Streifens im Rot an. 


Der Rhodanmethamoglobinstreifen (650m) tritt also erst in 
Erscheinung, wenn eine etwa 25fach héhere Konzentration an KCNS 
vorhanden ist, als KCN O zur Erzielung eines eben erkennbaren Cyanat- 
Methamoglobinstreifens notwendig ist. Hierzu reicht bereits eine 
Konzentration des Cyanats aus, die der des Hamoglobins aquivalent 
ist. Volle Intensitaét des Streifens tritt allerdings erst bei zehnfach 
hoéherer Cyanatkonzentration auf. 


Die Affinitat ist somit groB genug, da man eine alkalische Met- 
hamoglobinlésung bequem als spezifisches, wenn auch nicht sehr hoch- 
empfindliches Reagens fiir Cyanationen benutzen kann, wie folgender 
Versuch zeigt. 


Es ist bekannt, daB eine wasserige Harnstofflésung sich be- 
sonders rasch in der Warme — unter teilweiser Bildung von Ammonium. 
cyanat zersetzt. Zu einer aus 


30 cem 5,5 °,iger Hamoglobinlésung, 


10 ,, 10° igem Ferricyankali und 
60 ,, m/5 Boratpuffer, px 9,2 


bereiteten alkalischen Methamoglobinlésung werden verschiedene Mengen 
einer 10°,igen Harnstofflésung zugefiigt, die einerseits kalt  friscli 
bereitet, andererseits 2 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht war. All 
Proben wurden mit Wasser auf 7 cem aufgefiillt. Die Beobachtung im 
Spektroskop zeigte bei allen Lésungen, die mit der gekochten Harnstoff- 
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jsung versetzt waren, den typischen Streifen des Cyanat-Methamo- 
viobins in folgender Starke: 





Tichtet 

H eccem f é b ecm ‘ b 
u ; r.  Harnstoff- Nr. Harnstoff- 
i inde losung Ks gekocht lésung gekocht 

einige 

lei hen | 5,0 

2,0 

1,0 

0.5 


werden 





Dieser Versuch beweist im tibrigen noch, da das neue Methamo- 
globinderivat tatsachlich seine Bildung dem Cyanat verdankt und 
nicht durch irgendwelche Verunreinigungen des in den iibrigen Experi- 
menten benutzten Kaliumcyanatpraparats entstanden war. 


Zusammenfassung. 


Es wird das spektrale Verhalten von Methamoglobinlésungen in 
Gegenwart von Cyanat beschrieben, das auf die Entstehung eines neuen 


lunter- 


Methimoglobinderivats ,.Cyanat-Methamoglobin® schlieBen laBt. 





Tst 
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Orientierende Versuche iiber die Verteilung 
des Vitamins C in der Kartoffelknolle. 
Von 
Johannes Wolf. 
(Aus dem Reichsinstitut fiir Lebensmittelfrischhaltung, Karlsruhe. 


(Eingegangen am 27. April 1940.) 


Zahlreiche Beobachtungen haben ergeben, daB der Gehalt ay 
Ascorbinsaure in Obstfriichten und in Gemiisen im allgemeinen nicht 
gleichmaBig tiber das ganze Organ verteilt ist, sondern daB die Schalen- 
portionen deutlich reicher an Ascorbinsaure sind als die inneren Gewebs. 
teile: so z. B. bei Apfeln [ Bracewell (1), Kraus (5), Paech (8)], bei indi. 
schen Friichten [ Rudra (10)], bei Diospyros Kaki [Fujita und Ebihara (4) 
bei Beerenobst [Olliver (7)], bei Spargel [Wolf (11)]. Von dieser Regel 
schien bisher nur die Kartoffelknolle eine Ausnahme zu bilden { Paech (4), 
Kroner und Volksen (6)]. Man kénnte versucht sein, dieses abweichende 
Verhalten auf die mit der unterirdischen Bildungsweise zusammen. 
hangende, fehlende starke Belichtung der auBeren Teile der Knollen 
zuriickzufiihren, da ja bekannt ist, da Belichtung die Vitamin ( 
Bildung férdert bzw. die Geschwindigkeit der Synthese iiber die des 
Abbaus steigert, zumindest soweit die Ascorbinsdure in Frage kommt 
Diese Erklarung erscheint indes angesichts der Tatsache wenig wahr- 
scheinlich, daB beim ebenfalls unterirdisch heranwachsenden Spargel- 
sproB die gleiche Verteilung des Ascorbinséuregehalts wie bei ober- 
irdischen Organen festgestellt werden konnte [ Wolf (11)). 

Neben rein physiologischen Griinden hat uns vor allem die er- 
nahrungswirtschaftliche Bedeutung der Kartoffel bewogen, Unter. 
suchungen iiber die Vitamin C-Verteilung in der Kartoffelknolle auf- 
zunehmen, denn Paech (9) und Kréner und Volksen (6) waren auf Grund 
ihrer Befunde hinsichtlich der Verteilung der Ascorbinséure zu der 
Ansicht gekommen, da®B beim Schalen der Kartoffel, wie es bei ver- 
schiedenen Konservierungsverfahren nicht zu umgehen ist, nur Teile 
entfernt werden, die entweder arm oder nicht besonders reich an Vita- 
min C seien und ,,daB mit dem Verwerfen der Schale nur ein sehr geringe: 
Prozentsatz des Vitamin C-Gehalts direkt verloren geht‘‘. Da neueren 
Untersuchungen [Fujita und Ebihara (4)| entnommen werden kann 
daB in der Kartoffelknolle das Vitamin C nicht nur in der Form von 
Ascorbinsaéure, sondern auch als reversibel oxydierte Ascorbinsaur 
(Dehydroascorbinséure) vorliegt, haben wir die Untersuchungen auf dic 


Erfassung der beiden Komponenten des Vitamins C erweitert. 
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Verteilung des Vitamins C in der Kartoffelknolle. 


Methodisches. 


Bei der vorbereitenden Zerkleinerung des Materials hielten wir die 


von Paech (9) empfohlene Arbeitsweise ein: um eine Oxydation der 
Ascorbinséure durch den Sauerstoff der Intercellularen im Augenblick 
des Zerdriickens des Gewebes zu vermeiden, wurde das unter 5 °,iger 
Metaphosphorsaurelésung mit einem nichtrostenden Messer zerkleinerte 


Gewebe vor dem Zerreiben mit Quarzsand mit dieser Metaphosphor- 
siurel6sung im Vakuum infiltriert. Die Extraktion des Vitamins C 
wurde nach der Vorschrift von Fujita und Ebihara (2) vorgenommen. 
Die Ascorbinséure wurde sowohl durch Titration mit 2, 6-Dichlor- 
phenolindophenol als auch kolorimetrisch nach Fujita und Ebihara (2, 3) 
bestimmt; in letzterem Falle wurden sowohl der Ascorbinsaure- als 
auch der Dehydroascorbinsauregehalt ermittelt. Bei der kolorimetrischen 
Bestimmung des Vitamins C (nach Quecksilber- und Bleifallung und 
Reduktion mit H,S) wurde auch in reinen Lésungen die Ascorbinsaure 
nur zu etwa 85 bis 95°, wiedergefunden!. Wir setzten deshalb bei 
jedem der mehrteiligen Ansatze Kontrollen mit reiner Ascorbinsaure 
(in 2°,iger Metaphosphorsaurelésung) an und rechneten nach diesen 
Ergebnissen alle gefundenen Werte auf 100° ,ige Ausbeute um. Die 
Bestimmungen wurden fast ausnahmslos doppelt durchgefiihrt; die 
Werte dieser Parallelbestimmungen wichen nur sehr wenig voneinander 
ab. Schwierigkeiten durch Triibungen der Farblésungen traten bei 
diesem Versuchsobjekt nicht auf. 


Versuchsteil. 


Die ersten orientierenden Versuche stellten wir im Februar und 
Marz 1939 an Kartoffeln der Sorte ,,Erdgold*‘ an, die etwa 3 Monate 
bei 3,89 gelagert worden waren. In der Tabelle I sind die nach der 
kolorimetrischen Methode von Fujita und Ebihara ermittelten Werte 
angegeben. 

Die Schale wurde in verschiedener Machtigkeit entfernt, im Mittel 
betrug ihr Gewicht etwa 20°, des Gewichts der ganzen Knolle. Hin- 
sichtlich der Ascorbinsaure ergibt sich, daB allgemein die Schale deutlich 
geringere Gehalte aufweist als die entsprechenden Kernteile. Im Durch- 
schnitt enthalt der Kern etwa 46°, mehr an Ascorbinsaure als die 
Schale. Beriicksichtigt man indes das (Gesamt-) Vitamin C, so gilt das 
umgekehrte Verhaltnis: der Kern enthalt im Mittel 30°, weniger 


1 Es ist wesentlich, die H,S-Behandlung unmittelbar an die Blei- 
Quecksilberfallung anzuschlieBen; bei langerem Stehenlassen der Fallungs- 
ansitze fanden wir weniger als 80°, der Ascorbinsaéure wieder. Bei einer 
langeren als der vorgeschriebenen Einwirkungszeit des Schwefelwasserstoffs 
von etwa 16 Stunden wurden keine héheren Werte erhalten. 
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Tabelle 1. Gehalt der Schale und des Fleischkernes der Kart ffe 
(Sorte,,Erdgold")an Ascorbinsaure (red.) undan Gesamtvitamin( 





Gewicht in g mg in 100g Frischgewicht 
Datum der Ascorbinsiure (red.) Gesamtvitamin « 


1939 Knolle Schale Schale Kern Schale Ker 


180 55 10,2 14,1 
100 22 f 10,1 LEZ 
130 26 9,5 16,9 
170 20 he 15,1 
») 


189 | 36 4, 15,8 


Vitamin C als die Schale. In der Schale liegen im Mittel etwa 35°, de1 


Vitamin C-Menge als Ascorbinséure vor, im Kern sind etwa 75°, des 
Vitamins C als Ascorbinsiéure vorhanden. Bei der geringen Zahl] der 
Versuche soll auf eine weitere Deutung der Ergebnisse verzichtet werden 
so bleibt unerértert, ob mit fortschreitender Lagerung der prozentuale 


Anteil der Ascorbinséaure am Vitamin C-Gehalt absinkt. 


Im Winter 1939/40 fiihrten wir die Versuche an Kartoffeln der 
Sorte ,,Ackersegen*' fort. Die Knollen (Herkunft: Forchheim in Baden) 
wurden nach der Ernte (Mitte November 1939) in einem gut beliifteten 
Kiihlraum bei 3,8°C gelagert. Die Untersuchungen wurden wiederum 
jeweils an einer Knolle durchgefiihrt; das Gewicht der Schale betrug 


im Mittel etwa 15 bis 25°, des Gewichts der ganzen Knolle. Die ab. 
oO 


geschnittenen Schalen wurden vollstandig verarbeitet: vom Kern 
wurden aus dem innerhalb des Leitbiindelringes liegenden Gewebe 


Tabelle I]. Verteilung des Gehalts an Ascorbinsaure (red.) und 
Vitamin C in dem Gewebevon Kartoffelknollen der Sorte.,Acker- 
segen"™, 





Ascorbinsiéure (red.) Cinciittitien © 


kolorimetrisch 


Datum titrimetrisch kolorimetrisch 


Schale Kern Schale Kern Schale Kern 


1939 13.9 17,8 11,5 15,9 

1939 14.6 19,3 12,0 16,8 18,3 

1939 13.0 14,0 11.5 13.1 19.1 

1939 11,5 14,1 11,8 14,5 14,5 

1939 7.6 11,5 7,3 11,1 _ 
. 1940 7, 7,9 cP: 8.6 13,5 
. 1940 J 11,6 8.0 11,0 13,2 
. 1940 0 2 6,3 8.8 11,1 
. 1940 - 7 - 15.0 
. 1940 E 9,7 - 12.6 

1940 5,6 8.0 5 12,4 
. 1940 8 9,2 : 10,6 
. 1940 f 10,6 i 6 16.4 
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bestimmte Anteile der mittleren Zone verwendet; als Rinde wird der 
Gewebeteil zwischen Schalenzone und Leitbiindelring bezeichnet. 

Die titrimetrisch bestimmten Werte befinden sich in der Mehrzahl 
der Falle sowohl bei ,,Schale** als auch bei ,,Kern** in befriedigender 
(‘bereinstimmung mit den nach der kolorimetrischen Methode er- 
mittelten Werten. Bei einigen Bestimmungen wurden titrimetrisch am 
gleichen Extrakt indes deutlich héhere Werte erhalten als mit der 
kolorimetrischen Methode. 

In den Ergebnissen kommt mit aller Klarheit zum Ausdruck, daB 
in Bestétigung der von Paech und von Kréner und Volksen erhobenen 
Befunde die Schale an Ascorbinsaure (red.) armer ist als das Kern- 
vewebe der Kartoffelknolle. Dies zeigen sowohl die nach Tillmans als 
auch die nach Fujita und Ebihara gemessenen Werte. Der Kern enthielt 


je Gewichtseinheit in diesen Versuchen 5 bis 40°, mehr an Ascorbin- 


siure als die Schale. 

Beriicksichtigt man dagegen beide Komponenten des Vitamins C, 
so ergibt sich, daB (bis auf eine Ausnahme) das Schalengewebe um 8 bis 
46% reicher an Vitamin C ist als der Kern der Knolle!. Wiirde der 
Umstand beachtet werden, dab die Schalenportionen stets noch durch 
die 4uBersten toten Schichten des abschlieBenden Korkgewebes be- 
lastet sind, wiirde sich die Uberlegenheit des Schalengewebes im Vita- 
min C-Gehalt zweifellos noch deutlicher herausstellen. 

Aus dem Vorstehenden geht bereits hervor, da der Anteil der 
Dehydroascorbinséure am (Gesamt-) Vitamin C-Gehalt im Schalen- 
gewebe erheblicher ist als im Gewebe des Kerns; in unseren Versuchen 
bestanden 19 bis 56°, des Vitamin C-Gehalts der Schale aus Dehydro- 
ascorbinséure, wahrend ihr Anteil im Kerngewebe nur 0 bis 20 °,, betrug. 

Des weiteren sind noch durch einige orientierende Versuche An- 
deutungen iiber die Verteilung des Vitamins C in dem auBerhalb der 
Leitbiindelzone liegenden Gewebe gewonnen worden. Wir gingen 
dabei so vor, daB nach Abtragen der Schale (etwa 25°, des Frisch- 
gewichts der Knolle) der restliche Teil bis an die Leitbiindelgrenze 
(,,Rinde“*, etwa 30°, des Frischgewichts der Knolle) rasch und sorg- 
faltig vom Kern abgetrennt wurde. Die Weiterverarbeitung des Materials 
erfolgte wie einleitend beschrieben. Diese wenigen Versuche geben noch 
kein klares und einheitliches Bild (siehe Tabelle ILI): Hinsichtlich des 
Ascorbinsaéuregehalts stand das zwischen Schale und Leitbiindelzone 
gelegene Gewebe (,.Rinde‘') stets an erster Stelle, dann folgte das Kern- 


1) Falls die vereinzelte Angabe von Fujita und Ebshara (4) iiber den 
Gesamt-Vitamin C-Gehalt der auBeren und inneren Teile von Solanum 
tuberosum L. auf Untersuchungen an einer Knolle beruht, wiirde sie zu 
unseren Befunden im Gegensatz stehen. 
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Tabelle II]. Verteilung des Gehalts an Ascorbinsaure (red.) nq 
Gesamtvitamin C im Gewebe von Kartoffelknollen der Sorte 
»Ackersegen“, 





mg in 100g Frischgewicht 


Ascorbinséure (red.) . , P 
Datum . ( Gesamtvitamin | 


is ; . eceirhhiete ape 
titrimetrisch kolorimetrisch kolorimetrisch 








Rinde | Kern Schale' Rinde Kern | Schale Rinde Kerp 


1940 Schale 


20. IL. | 10,6 | 10.2 | 80 108 10,6 11,3 11,6 10,5 
24. II. 10,3 | 7,2] 82 115 | &7 | 13,7) 125 102 
8. 111. 1103 | 83 | — 75 | 89 106 79 


gewebe; die Schale enthielt am wenigsten Ascorbinsaure. Die Ver. 
teilung des Gesamtvitamin C-Gehalts zeigt nur insofern eine gewisse 
RegelmaBigkeit, als der Kern am vitamin C-armsten war; das Schalen- 
gewebe enthielt in zwei von drei Fallen weniger Vitamin C als das nach 
innen anschlieBende Gewebe, in einem Falle aber etwa 10°, mehr. 


Zusammenfassung. 


Bei den Kartoffelsorten ,,Erdgold‘‘ und ,,Ackersegen“‘ wurde fest- 
gestellt, daB die Schale der Knollen reicher an direkt mittels Dichlor. 
phenolindophenol titrierbarer Ascorbinsaéure ist als der Kernteil der 
Knollen. Beriicksichtigt man indes auch die vorhandene Dehydro. 
ascorbinsdure, die ebenfalls antiskorbutische Wirksamkeit besitzt, so 
ergibt sich, daB der Gehalt der Schalen an Vitamin C um 8 bis 46°. 
gréBer ist als der des Kerngewebes. Entgegen anders lautenden Angaben 
wird also mit dem Verwerfen der Schalen ein Teil der Knollen entfernt, 
der in seinem Vitamin C-Gehalt keineswegs hinter dem des iibrigen 
Knollengewebes zuriicksteht. 
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Experimentelle Untersuchungen 
mur Frage der Bacteriensymbiose in héheren Pflanzen 
und ihrer Beeinflussung durch ,,.Leitelemente*. 


Von 
K. Hennig und F. Villforth. 


jus dem Institut fiir Biochemie und Weinchemie der Versuchs- und 
Forschungsanstalt fiir Wein- und Gartenbau in Geisenheim a. Rh.) 


(Eingegangen am 7. Mai 1940.) 


Die in den nachstehenden Mitteilungen beschriebenen experimen- 
tellen Untersuchungen sind bereits in der Zeit von Mai bis August 1939 
durchgefiihrt worden. Sie sollten den ersten Teil einer gréBeren Arbeit 
iber ,,die Bedeutung der Bacteriensymbiose fiir das Wachstum und die 
Stickstoffassimilation der héheren Pflanzen‘: bilden. Diese Arbeit wurde 
durch den Ausbruch des Krieges unterbrochen und konnte bisher nicht 
weitergefiihrt werden. 

Inzwischen haben sich aber weitere Kreise mit den grundlegenden 
Erkenntnissen von H. Schanderl, die auch zu der vorliegenden Arbeit 
Anregung gaben, befaBt und ihnen gegeniiber zum groBen Teil eine ab- 
lehnende Stellung eingenommen. Als Beitrag zur Klarung der auf- 
veworfenen Fragen sollen daher jetzt in einem Auszug aus der oben- 
genannten Arbeit die experimentellen Befunde mitgeteilt werden, welche 
die Untersuchungen zunachst iiber das ubiquitare Vorhandensein von 
symbiontisch in héheren Pflanzen lebenden Bacterien ergeben haben. 


I. Allgemeines. 


Die in verschiedener Hinsicht als ,,revolutionar** zu bezeichnenden 
und neue Bahnen in der Botanik weisenden Forschungsergebnisse von 
H. Schanderl iiber ,,die Bacteriensymbiose bei Leguminosen und Nicht- 
leguminosen (1)‘‘ haben Veranlassung gegeben, Nachpriifungen und 
eigene Untersuchungen zu diesem Thema anzustellen. 

Die diesbeziiglichen Arbeiten von H. Schanderl haben ergeben, dai 
die auf sehr stickstoffarmem Boden, wie z. B. dem Geisenheimer Kaolin- 
sand wachsenden Pflanzen die bekannten Bacterien-Wurzelkn6llchen 
nicht enthalten. Diese Wurzelknéllchen fiihrten seinerzeit zu der 
Knéllchentheorie“ von H. Hellriegel (2), wonach in ihnen jene Bacterien 
leben, die befahigt sind, den Stickstoff der Luft zu assimilieren. Daraus 
wiirde hervorgehen, da z. B. knéllchenfreie Leguminosen in stickstoff- 
armem Boden nicht gedeihen kénnen. Aber gerade die in einem Boden 
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mit nur 0,007°, Stickstoffgehalt gewachsenen Leguminosen |), } ) 
keine oder nur sparliche Wurzelknéllchen enthalten. 


Aus diesen Beobachtungen ergibt sich nun eine doppelte Pro}|ey 


stellung: Entweder sind die stickstoffassimilierenden Bacterien jibe; 
haupt nicht an das Vorhandensein von Wurzelkndllchen gebunde; 
d. h. sie kénnen sich auch in anderen Pflanzenteilen befinden. Oder abe; 
die Stickstoffassimilation ist nicht oder nur zu einem gewissen und j 
nach den Begleitumstanden sehr verschiedenen Teil von der Anwesenhe;t 
und der Tatigkeit der Bacterien abhangig. 

Wenn schon vor Jahrzehnten von Frank behauptet worden ist 
daB die Stickstoffassimilation der Pflanzen in den Laubblattern erfoly: 
so ist die Beweisfiihrung hierfiir an sich durchaus logisch. Denn es is 
zweifellos naheliegend zu folgern, daB die Blatter, die sich in der Luf: 
sozusagen mitten im Stickstoff befinden, fiir diesen weit leichter 2 
ginglich sind als die in der Erde vergrabenen Kndéllchen. Es kommt 
noch hinzu, daB Spalt6ffnungen und Intercellularsystem dem Stickstoft 
und seinen Assimilationsméglichkeiten wesentlich ungehinderter Zutriti 
gestatten, als dies bei den Wurzelknéllchen der Fall ist. Und wen 
weiter davon ausgegangen wird, daB die symbiontisch lebenden Bac. 
terien fiir die Stickstoffassimilation verantwortlich zu machen sind 
dann miissen diese Bacterien sich mindestens auch in den Blattern 
wenn nicht noch in anderen oder sogar in allen Pflanzenteilen befinden 

Uber den von ihm erbrachten Beweis, da Bacterien tatsichlic/ 
in allen Teilen der Pflanzen vorhanden sind, und zwar in Wurzel, Stamm 
Zweig, Blatt, Bliite, Frucht und Samen hat nun H. Schanderl in seiner 
eingangs zitierten Arbeit berichtet. Die diese Angaben nachpriifende: 
und ergainzenden Untersuchungen, deren Ergebnisse im einzelnen weite 


unten mitgeteilt werden, wurden auf zahlreiche und verschiedenartige 


Pflanzen und Pflanzenteile ausgedehnt. In Ubereinstimmung mit der 
Befunden von H. Schanderl wurden in allen Untersuchungsobjekte: 


Bacterien gefunden, deren ubiquitéres Vorkommen nun nicht mehr be- 


zweifelt werden kann. Der Einwand einer Infektion von auBen kam 
dabei nicht erhoben werden, da deren Moéglichkeit selbstverstandlic! 
von vornherein mit den scharfsten MaBnahmen ausgeschaltet wurd 
wie im folgenden experimentellen Teil gezeigt werden wird. 

Wenn also der Beweis fiir ein obligates Bacterienvorhandensei! 
erbracht werden konnte, so bleibt doch noch die Frage offen, ob sich di 
Bacterien nur innerhalb der Zellzwischenraiume oder sogar in den Zelle! 
selbst aufhalten. Eine entsprechende Klarstellung st6Bt auf gewis~ 
Schwierigkeiten, solange die Méglichkeit besteht, daB z. B. bei der Her 


stellung von Diinnschnitten groBzelliger Leguminosen ein intracellulares 
Vorhandensein der Bacterien durch Ubertragung von auBerhalb ce! 


Zellen vorgetauscht wird. Es ist wohl auch nicht sehr wahrscheinlic! 
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ja8 das Leben von Bacterien innerhalb der Zellen und insbesondere das 
vin. und Auswandern der Bacterien in die Zellen ohne deren Schadigung 
oder Stérung verlauft. Hiltner (3) hat tiber das Eindringen von Bac- 
rien in das Zellplasma berichtet, wo sie sich in Bacteroide (4) ver- 
wandeln. 

Im Zusammenhang mit der Tatsache des in allen Pflanzenteilen 
festgestellten Bacteriendaseins steht endlich auch noch die Frage zur 
Diskussion, ob diese Bacterien generell die Stickstoffassimilation allein, 


hauptsachlich oder erginzend bewirken. Uber diesbeziigliche Unter- 


suchungen wird bei anderer Gelegenheit berichtet werden. 


Il. Experimentelles. 
a) Die Isolierung von Bacterien aus dem Innern der Pflanze. 


Die Basis fiir alle weiteren Untersuchungen muBte zwangslaufig 
dadurch gebildet werden, da®B es einwandfrei gelang, eventuell im 
Pflanzeninnern vorhandene Bacterien vermehrungsfahig so zu isolieren, 
daB jegliche Infektion von der Oberflache und iiberhaupt von auBen aus- 
geschlossen war. 

Hierfiir war die Technik einer schlechthin vollkommenen auBerlichen 
Sterilisation unerlaBliche Vorbedingung. Es wurden die verschiedensten 
Desinfektionsmittel angewandt, zunachst Alkohol, Aceton, Phenol- 
lisung, Natriumhypochlorit, Perhydrol in mehreren Konzentrationen, 
Sublimat, Chlorwasserstoff, Schwefelsiure. AuBer dem Abbrennen mit 
Alkohol wurde sogar das Verkohlen der AuBenschicht versucht, um ihre 
Keimfreiheit zu gewahrleisten. In welechem Umfange diese mit den vor- 
genannten Mitteln erreicht worden war, wurde mit Hilfe der von 
H. Schanderl vorgeschlagenen, fiir diesen Zweck sehr geeigneten Gips- 
Kieselgur-Perlen festgestellt. Aus einer Mischung von Gips und Kieselgur 
wurden etwa erbsengroBe Kiigelchen hergesiellt und diese in einer Auf- 
schwemmung von Bacteriensporen gewalzt, die dann zu Millionen auf 
und in den Perlen enthalten waren. Um die Vollkommenheit einer Ab- 
titung jener auferordentlich widerstandsfahigen Bacteriensporen 
kennenzulernen, wurden die mit ihnen massenweise bedeckten Gips- 
kiigelchen in die verschiedenen Desinfektionsmittel gebracht und ver- 
schieden lange Zeit darin belassen. Nach solcher Sterilisation wurde 
dann durch Einbringen in geeigneten Nahrboden festgestellt, ob die 
Keimfreiheit erreicht war. Dieses ebenso einfache wie zuverlassige Ver- 
fahren lie8 bald Unterschiede in der Eignung der angewandten Sterili- 
sationsfliissigkeiten erkennen, unter denen endlich ein etwa 1,5 °,iges 
Bromwasser (hergestellt durch 1 : 1-Verdiinnung eines gesattigten Brom- 
wassers) als die zweckmaBigste ausgewahlt wurde. (Das Bromwasser 
hat durch seinen Gehalt an Bromdampf den Vorteil, den Schutz zu 
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durchbrechen, den eventuell einzelne Luftblaschen den = dahjn; 
liegenden Bacterien bzw. Sporen bieten kénnten.) 

Pflanzenteile je nach ihrer auBeren Beschaffenheit verschieden |ayy, 
Zeit (10 bis 30 Minuten) belassen, d.h. holzige Teile wurden |Ange; 
sterilisiert als z. B. zarthaiutige Stengel. Nachdem die in den Vorye) 
suchen festgestellte absolute AuBensterilisation erreicht war, wurden di: 


In dem Bromwasser wurden die zur Untersuchung kommend 


Versuchsobjekte in keimfreiem, destilliertem Wasser abgespiilt und unt 


der Oberflache von ebenfalls keimfreiem Wasser mit sterilen Instr) 
menten unter Beobachtung aller selbstverstandlichen Vorsichtsma\} 


nahmen seziert, um innere Zellverbande freizulegen. Auf diese Weise 


konnte jede unerwiinschte Infektion vermieden und tatsachlich auch i 


keinem Falle beobachtet werden. Nach diesem Verfahren wurden die 


in der nachstehenden Tabelle I verzeichneten Pflanzen bzw. Pflanzen 
teile behandelt : 
Tabelle I. 





Pflanze Pflanzenteil Nr. Pflanze Pflanzentei 


Brennessel Stengel 16 Weinrebe Miiller- Holz 
| Taubnessel 4 Thurgau) 
Gelbe Riibe Wurzel 17 Efeu Zweig 
Radieschen ip 18 Roggen Halm 
re Stengel 19 Hafer nt 
Labkraut Wurzel 20 | Glyzinie Zweig 
a Stengel 21 Wilder Wein a 
Léwenzahn Wurzel 22 Linde Ps 
Kartoffel Knolle 23. ~Mauerpfeffer Blatt 
Schwarzwurzel Wurzel 24 Othonna crassi- es 
Tomate Frucht folia 
= Stengel 25 Palme Holz 
Birne Griine Frucht 26 Farnkraut Steng: 
ret Holziger Zweig | 27 Geranium * 
Weinrebe (Ries- Holz 28 Erdbeere a 
ling) 





Sofort nach der beschriebenen Vorbehandlung wurden klein 


Stiicke dieser Pflanzenteile in die Nahrlésung gebracht. Nach Fest- 


stellung der Tatsache, daB durchaus nicht jeder Nahrboden fiir die Ent 
wicklung der in den Pflanzen enthaltenen und aus ihnen zu isolierende: 
Bacterien geeignet ist, und in Erkenntnis des Umstandes, daB z. B 
Petri-Schalenkulturen fiir den vorliegenden Zweck deshalb nicht in 
Frage kommen, weil sie nicht oder nur sehr schwer auf langere Zeit steri 
zu halten sind, wurden zur Aufzucht der Kulturen sterilisierte und mit 
Watte verschlossene Reagensgliser verwendet, die je 10 ccm der folgen- 
den Nahrlésung enthielten: 200 g weife unverletzte Bohnen werden in 
1000cem Leitungswasser, dem 0,25g Magnesiumsulfat, 5g Monokalium 
phosphat und 5 g Ammoniumsulfat zugesetzt sind, iiber Nacht quellen 
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elassen. Am nachsten Morgen wird der ganze Ansatz | bis 1,5 Stunden 


yekocht, wobei die Haut der Bohnen nicht platzen darf. Nach dem 
Kochen wird dekantiert und 1000 ccm Leitungswasser mit 10 g Trauben- 
meker, 5 g Pepton-Witte und 2 g reinem Natriumchlorid zu der Flissig- 
keit gegeben. Diese Mischung wird 1 Stunde lang im strémenden 
Dampf gehalten, nach dem Abkiih!en mit Eiweif} geklart und durch ein 
Faltenfilter filtriert. 

Die Entwicklung der Kulturen geschah in Thermostaten bei 34°. 
Die Bacterienvermehrung erfolgte bei diesen Versuchen im allgemeinen 
schon innerhalb von 12 Stunden, und zwar in sehr starkem Mabe. Wie 
yesagt, wurden keine fremden Infektionen und tiberhaupt sehr einheitliche 
Kulturen schon bei dieser Anzucht erhalten. 

Aus den auf diese Weise entstandenen Urkulturen wurden dann 
durch Uberimpfen in eine gleiche Nahrlésung Reinkulturen gezogen, die 
sich ebenfalls sehr schnell und stark entwickelten. Die Form der Bac- 
terien war vorwiegend die von Einzelstabchen mit etwa 2 bis 3 u Lange. 
Oft hingen sie auch zu 2 und 3 zusammen, wobei manchma!l Einschniirung 
und Teilung beobachtet werden konnte. Eine Kettenbildung wurde 
-eltener festgestellt. 

Besonders stark war die Vermehrung der ausgesprochen thermo- 
philen Bacterien bei Tomate, Efeu, Roggen, Hafer, Othonna crassifolia 
und Erdbeere. Der mikroskopische Befund hat gezeigt, daB innerhalb 
der aus den verschiedenen Pflanzen gezogenen Kulturen hauptsachlich 
Mengen- und GréBenunterschiede, aber nur ganz geringe Formenunter- 
schiede bestehen. 

Es wurde auch versucht, einen Zusammenhang zwischen Pflanzen- 
art und Bacterienvermehrung innerhalb bestimmter Zeiten zu finden. 
Ein solcher konnte aber nicht eindeutig festgestellt werden. Zu diesem 
Zwecke wurden nephelometrische Vergleiche mit dem Triibungsmesser 
yezogen, die aber als nicht ausreichend genau angesehen werden kénnen, 
da zu der Triibung durch Bacterien noch eine solehe durch Eiweib- 
ausscheidungen kam. [Die Anwendung der Nephelometrie zur Be- 
stimmung des Wachstums von Bacterien ist tibrigens auch von anderer 
Seite (7) schon durchgefiihrt worden, wie bei Durchsicht der Literatur 
mfallig gefunden wurde.| 

Wenn die Ausgangskulturen langere Zeit stehen, treten in ihnen 
deutlich wahrnehmbare auBere Veranderungen ein. Emige der Kulturen 
gerieten in Garung, bei anderen bildeten sich spezifisch gefarbte Haute 
wie Kahmhefen. So zeigte z. B. die Birnenkultur eine rote, Labkraut 
eine gelbe, Mauerpfeffer eine braune, Mohrriibe eine blaue Decke. 

Die isolierten Mikroben schienen zunachst eher zum Typus des 
Bacterium radicicola Beijerinck (5) als des vom gleichen Forscher (6) 
beschriebenen Azotobacter agile zu gehéren. Im Verlauf mehrerer 


2() * 
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Monate nach der Lsolierung der Bacteriensymbionten stellte sic} 


heraus, da{B die iiberwiegende Mehrzahl der Bacterien zur Sporenbi 


befahigt ist. Nach den Gepflogenheiten, die insbescndere in by 


bacteriologischen Kreisen herrschen, diirften solche Mikroben nun «}) 
nicht als Bacterien, sondern miibten als Bazillen bezeichnet werde; 
Nach den bisher in der Literatur gemachten Angaben sind aber wece; 
Bacterium radicicola Beijerinck noch Azotobacter agile Beijerinck «|x 
Sporenbildner festgestellt worden. Die Fahigkeit zur Sporenbilduny 
wurde an 20 von 28 zur Untersuchung gelangten Bacteriensymbionte 
erkannt. Sie stammten aus: Taubnessel, Mohrriibe, Labkraut, Lowe; 
zahn, Kartoffel, Tomate, Birne, Rebe (Riesling), Efeu, Roggen, Weizen 
Glyzinie, Wilder Wein, Mauerpfeffer, Othonna crassifolia, Geranii 
und Erdbeere (vgl. Tabelle 1). Die hieraus isolierten Bacteriensymbionte: 
bildeten mehr oder weniger starke, deutlich rosa bis rot gefarbte kahm 
hautartige Decken, welche fast ausschlieBlich aus sporulierenden Zeller 
bestanden. Nach allen ihren morphologischen Eigenschaften kénnen sir 
als identisch mit dem von H. Schanderl Bacillus planticola rubescen: 
genannten Bacterium bezeichnet werden. 

Aus den Ergebnissen der in diesem Abschnitt beschriebenen Ex 
perimente lassen sich drei Gesichtspunkte als besonders bemerkenswert 
herausstellen : 

1. Es gelingt, Pflanzen bzw. Pflanzenteile auBerlich weitestgehend 
zu sterilisieren, so da} aus ihnen isolierte Bacterien mit volliger Sicher- 
heit aus dem Pflanzeninnern stammen miissen. 

2. Die Vielfaltigkeit der bearbeiteten Untersuchungsobjekte und 
die Ubereinstimmung der erzielten Ergebnisse lassen den Schlub zu 
daB die Bacteriensymbiose auch in den héheren Pflanzen allgemein ist 
und diese in allen ihren Teilen Mikroben enthalten. 

3. Diese Symbionten haben zum gréBten Teile die Fahigkeit, sic! 
zw Sporenbildnern zu regenerieren, und sind daher als Bazillen zu be 
zeichnen. 


bh) Einige Versuche iiber die Bedeutung von ,,Leitelementen® fiir di 
Bacterien. 

Nach den positiv ausgefallenen Untersuchungen iiber das Vor- 
handensein von Bacterien in zahlreichen und den verschiedensten Arten 
und Gattungen angehérenden Pflanzen wurden einige Versuche an- 
gestellt, um einen Einblick in die Bedeutung von Spurenelementen fu 
das Vorkommen und die Entwicklung der Bacterien in jenen Pflanzen 
zu erhalten. Die Wichtigkeit der Spurenelemente fiir die Pflanze im 
allgemeinen und fiir die in ihnen gebildeten Stoffe ist bekannt und vor 
zahlreichen Forschern naher untersucht worden. Sie wirken als spezifisc! 
differenzierte Katalysatoren und beeinflussen das Leben und den Verlaii! 
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jes Stoffwechsels in der Pflanze oft entscheidend. So hat u.a.F. Boas (8) 
uf die Bedeutung hingewiesen, welche die von ihm .,Hochleistungs- 
elemente’* genannten anorganischen Stoffe z. B. fiir die Erhéhung der 
Resistenz gegen Diirregefahren oder gegen bacterielle Krankheiten, wie 
lie Herzfaule der Riitben haben. 

Von anderen Seiten sind speziell iiber den EinfluB gewisser Metall- 


spuren auf die Tatigkeit der Bacterien emgehende Untersuchungen an- 


vestellt worden. Diese erstrecken sich z. B. auf die Bedeutung von 
kisen, Vanadin und Molybdan fiir die Stickstoffbindung durch Azoto- 
hacter chroococcum (9, 10) oder auf die Begiinstigung des Azotobacter- 
Wachstums durch mineralische Bodenbestandteile (11) usw. 

Nach neueren Untersuchungen beeinflussen gewisse in Spuren vor- 
handene metallische Elemente auch die Bildung von Vitaminen. So 
st z. B. der Carotingehalt der Pflanzen weitgehend von dem Gehalt des 
Bodens an Kupfer, Mangan, Zink, Nickel und Chrom abhangig und wird 
der Vitamin C-Gehalt von Spinat durch Manganzugaben erheblich er- 
héht. Solche Elemente sind also zweifellos in der Lage, die verschieden- 
sten Funktionen und Reaktionsvorgange zu beeinflussen, indem sie diese 
n ganz bestimmte Bahnen lenken. Uber diesbeziiglich im Gang befind- 
iche Untersuchungen soll zu gegebener Zeit berichtet werden. 

Diese dirigierende Wirkung wird durch die Bezeichnung Npuren- 
oder Hochleistungselemente nicht ersch6pfend zum Ausdruck gebracht. 
Es wird daher vorgeschlagen, sie als ,, Leitelemente’’ zu kennzeichnen, um 
lamit ihre maBgebende Wirkungsweise, Reaktionen und Lebensvorgange 
spezifisch zu lenken, eindeutig zu umreiben. 

Es konnte also auch in dem vorliegenden Falle interessieren, ob das 
Vorhandensein solcher Leitelemente wie Bor, Zink, Jod, Molybdan, 
Vanadin, Kupfer in Spuren die Entwicklung der erhaltenen Bacterien- 
reinkulturen irgendwie beeinfluBt. Zu diesem Zwecke wurden die 
Bohnenbriithe-Nahrlésungen in folgender Weise  ,,elementarisiert™ : 
Zu je 1000 com der Nahrlésung wurde lecm einer ! pp o9) mol. Salzlésung 
gegeben, und zwar je 1 ccm einer wasserigen Lésung von 0,1237 g / Liter 
Borséure, 0,575] g/Liter Zinksulfat, 0.3320 g¢ Liter Kaliumjodid, 
2.4726 g/Liter Ammoniummolybdat, 0.2340 g Liter Ammoniummeta- 
vanadat und 0.4991 g/Liter Kupfersulfat. 

In je l0ccm der auf diese Weise vorbereiteten Nahrlésungen 
wurden, in der gleichen Art wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben, 
Reinkulturen von Bacterien gezogen, die aus den in Tabelle L verzeich- 
neten Pflanzenteilen gewonnen worden waren. 

Diesmal entwickelten sich bemerkenswerterweise die Bacterien in 
ungefahr der Halfte der Falle in wesentlich kiirzerer Zeit als bei den 
ersten Untersuchungen. Schon nach 4 bis 6 Stunden waren Bacterien- 
triibungen deutlich erkennbar. 
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In der nachstehenden Tabelle I] wird eine Zusammenstellune de: 
einzelnen verwendeten Pflanzenteile und der Entwicklungsstirke de; 
Bacterien bei Vorhandensein der 6 genannten Leitelemente gegebe 

Die entsprechende Beobachtung der Bacterientriibung wurde jya¢} 
18 Stunden vorgenommen. Damit soll aber weder zum Ausdruck 
bracht werden, da} zum Teil nicht schon in einem Viertel dieser Zeit (jj 
durch Bacterien hervorgerufene Triibung wahrgenommen werden konnt; 
wie bereits erwahnt wurde, noch daB diejenigen Praparate, die innerha|| 
18 Stunden noch keine Triibung erkennen lieBen, diese nach langerey 
Stehen nicht doch erhielten. Eine Regel fiir die Schnelligkeit <j 
Bacterienvermehrung lieB sich itberhaupt nicht aufstellen; diese konnt, 
unter Umstanden aus irgendwelchen, nicht weiter verfolgten Ursacly 
sogar einen Zeitraum von bis zu 2 Wochen beanspruchen. 


Tabelle I. 





Bacterientriibung nach 18 Std 
Pilanze 
Mo \ 


Brennessel 
Taubnessel 
Gelbe Riibe 
Labkraut 

ba 
Léwenzahn 
Kartoffel 
Schwarzw urzel 
Tomate 
Birne 


Efeu 

Roggen 
Hafer 
Glyzinie 
Wilder Wein 
Linde 
Mauerpfeffer 
Othonna crassifolia 
Palme 
Farnkraut 
Geranium 
Erdbeere 


In dieser Tabelle entsprechen die Angaben der Pflanzen bz 


Pflanzenteile denen aus Tabelle I, von denen einige infolge Verluste- 
jetzt nicht mehr zur Verfiigung standen. Die Zeichen bedeuten 

starke, ~ = schwache, keine Bacterientriibung innerhalb de 
Beobachtungszeit. Die mit * bezeichneten Kulturen gerieten schne! 
in Garung. Aus der Zusammenstellung lassen sich eindeutige Zusammen- 
hange nicht ohne weiteres erkennen. Starke Bacterientriibung, also 
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Racterienvermehrung, war nicht immer mit allen Leitelementen ver- 
hunden: die in der Beobachtungszeit in negativem Sinne bedeutendste 
Beeinflussung war bei den Elementen Zink und Kupfer zu erkennen. 

Den prozentualen Ausdruck hierfiir gibt die Tabelle Il wieder: 


Tabelle III. 





—_— 


Bacterient riibung B Zn J Mo Vv Ca 











eee 52,2 56,5 60,9 65,2 60,9 47,8 
Schwach (%) .. 34,8 13,0 21,4 17,4 21,7 21,7 
Ohne (%) ..... 13,0 30,5 17,4 17,4 17.4 30,5 





Wenn diese Zahlen ausgewertet werden diirfen, wofiir aber ver- 
schiedene Vorbehalte zu machen sind, dann ergibt sich, da} die positive 
Beeinflussung des Bacterienwachstums am stirksten durch Molyvbdan 
erfolgt und von da iiber Vanadin, Jod, Zink, Bor abnimmt, bis sie bei 
Kupfer am geringsten ist, sofern nur die starken Triibungen beriick- 
sichtigt werden. Bei Betrachtung der Bacterientriibung im allgemeinen, 
also der starken und der schwachen zusammengenommen, verschiebt 
sich das Bild nicht wesentlich, 1aBt aber zwei in sich gleichartige, unter- 
einander aber ziemlich stark verschiedene Gruppen erkennen. 
Deren erste bilden Bor, Jod, Molybdan und Vanadin mit 83,7 °,, und die 
andere Zink und Kupfer mit 69,5°,. wobei den Metallen dieser Gruppe 
eine das Bacterienwachstum hemmende Wirkung zugeschrieben werden 
kann. Im iibrigen war in den schwach entwickelten Kulturen zu erkennen, 
daB die Bacterien hier nur eine geringere GréBe als in den stark ver- 
mehrten besaBen und zum Teil auch deformiert erschienen. 

Fiir einen Vergleich der einzelnen Leitelemente in ihrer Wirkung 
auf das Bacterienwachstum der gleichen Pflanze wurde der Versuch 
einer nephelometrischen Bestimmungsmethode gemacht. Es wurden 
hierzu die Kulturen von Othonna crassifolia und Geranium benutzt. 
Die in Tabelle IV angegebenen Werte, die nur als vergleichbare und 
orientierende, aber nicht als absolute anzusehen sind, bedeuten die 
Zahlen der Trommeleinstellung links am Pulfrich-Photometer gegen 
eine Trommeleinstellung rechts — 0. Je geringer der Wert dieser Zahlen 
ist, um so starker ist die Triibung. 

Nach einer Zeit von 3 Tagen findet eine nephelometrisch zu messende 
Zunahme der Bacterientriibung im allgemeinen nicht mehr statt. Es 
tritt dann auch eine Ausscheidung von Eiweifstoffen ein, welche die 
Triibung verstarken; die Bacterien sedimentieren. 

Wenn die beiden Versuchsobjekte nach Tabelle [IV verglichen 
werden, so zeigt sich zunachst, daB nach Ablauf der Beobachtungszeit 
(36 Stunden) bei den Symbionten von Othonna crassifolia das Bacterien- 
wachstum durch die zugesetzten Metallspuren gegeniiber dem in der 
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Tabelle IV. 





Othonna crassifolia Geranium 


Triibung Trabung 


Spureneleme : — Spurene 
purenelement nach 12 Std. nach 36 Std. purenelement 


Tribung Triibung 
nach 12 Std. nach 36 s: 
10,5 10,5 16,5 15.5 
30,5 14.0 37.8 13.0 
15,1 10,0 Zink 36.4 26,3 
10,5 10,2 j 41,0 
Molybdan ... 36,2 15,0 Molybdan .. 50,0 
Vanadin 38,9 16,5 Vanadin ... 32,6 
Kupfer 41,0 16.5 Kupfer 37,6 


reinen Nahrlésung im allgemeinen nicht wesentlich gehemmt wir 


Dagegen ist dies bei den Geraniumsymbionten, mit Ausnahme von Bo: 
das hier eher noch eine stimulierende Wirkung besitzt, in ziemli: 
starkem MaBe.der Fall. 

Es ist also nicht abwegig, anzunehmen, das gewisse Leitelement: 
einzeln oder in Kombination fiir verschiedene Pflanzen eine gan 
spezifische Bedeutung in bacterieller Hinsicht haben. Fiir die Symbionte: 
von Othonna crassifolia wiirde das z. B. Jod und Zink sein, fiir di 
Geraniumsymbionten Bor. 

In diesen letztbeschriebenen Versuchen handelt es sich aber wenive: 
um die Pflanzen selbst als um die aus ihnen geziichteten Bacterie: 
Diese werden je nach ihrer Herkunft elementarspezifisch in ihre 
Wachstum beeinfluBt. Die aus den 28 verschiedenen Objekten erhaltene: 
Bacterien sind also infolge dieser Beeinflussungsméglichkeit durchaus 
differenziert und als arteigen anzusehen. Solche Differenzierung ode: 
Arteigenheit der Bacterien beruht nicht auf ihrer Morphologie, sondern 
wahrscheinlich auf ihrem Biochemismus. Von hier aus ist es nur ei 
Schritt zu der Annahme, daB die Einwirkung von Leitelementen auf di 
Pflanze auch als eine hacterielle angesehen werden kann, neben der di 
katalytische Einwirkung auf die Bildung von Enzymen, Vitaminen un 
Hormonen steht. Das als ,,individuelle Notwendigkeit® (12) anzu 
sehende Vorhandensein von Leitelementen wird also auch dem Lebe1 
und den LebenséuBerungen von Bacterien Mai und Richtung geben 
was nicht zuletzt auch fiir ihre Tatigkeit der Stickstoffassimilation gilt 


c) Zusammenfassung der Ergebnisse. 

1. Als Grundlage fiir die angestellten Versuche und die sich daraus 
ergebenden Folgerungen wird die Durchfiihrung einer vollkommen: 
auperlichen Sterilisation von Pflanzen und Pflanzenteilen zum Zweck« 
einer einwandfreien Isolierung von Bacterien aus dem Pflanzeninnere! 
sowie eine fiir diese Versuche besonders geeignete Bohnenbriihe-Nah: 
lésung beschrieben. 
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2. Die Versuche mit 28 verschiedenen Pflanzen haben gezeigt, dal 
ese in allen Teilen und wahrend aller Stadien ihres Daseins leicht isolier- 
nd vermehrbare Bacterien enthalten. 

3. Die Symbionten von 20 unter 28 untersuchten Pflanzenarten 
qenerierten sich zu Sporenbildnern. Sie kénnen daher als Bazillen 


Bacillus planticola rubescens Schanderl) bezeichnet werden. 
4. Diese Symbionten besitzen Arteigenheit hinsichtlich der spezi- 


‘jischen Reaktionsfahigkeit gegeniiber bestimmten Leitelementen, die ihre 


Vitalitat und wahrscheinlich auch ihre Virulenz beeinflussen. 
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Uber die chemische Zusammensetzung 
der menschlichen Bluteiwei®kérper. 
I. Mitteilung: 
Von 
Péter Balint und Marianne Balint. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Erzsébet-Universitat in P 


(Eingegangen am 20, A pril 1940.) 


Nach der klassischen Definition von Hofmeister sind die Globulin, 
einfache EiweiBkérper, die durch Halbsattigung mit Ammonsulfa: 
ausfallbar und in verdiinnten Salzlésungen léslich sind. Die Albumin 
dagegen lassen sich nur durch Ammonsulfatganzsattigung fallen und 
sind auch in destilliertem Wasser léslich. In den spateren Jahren erwies 
sich diese Definition, die die chemische Zusammensetzung unberiick 
sichtigt lieB, als unzureichend und Hammarsten (1) wies auf die unter 
geordnete Bedeutung der Loéslichkeits- und Fallbarkeitsverhaltnisse als 
Unterscheidungsmerkmale zwischen verschiedenen Gruppen von Eiweils 
stoffen hin. Viele Autoren trachteten alsbald die chemische Charak 
terisierung der verschiedenen, durch Neutralsalzfallungen dargestellter 
SerumeiweiBfraktionen zu geben. So bestimmten Obermayer und 
Willheim (2) die sog. Aminoindices; Barrenscheen und Messiner (3 
fanden Unterschiede im Verhalten gegen Phosphorylierung usw. Aus 
fiihrliche Literatur siehe bei .W. Spiegel-Adolf (4) (1930). 

Unter den Arbeiten, die sich mit den Eigenschaften der Blut 
eiweiBk6rper beschaftigen, gibt es verhaltnismaBig wenige, welche dic 
sog. ,,Bausteinanalyse’’ der verschiedenen menschlichen Bluteiweil)- 
kérper behandeln. Der Grund dafiir liegt in der Tatsache, das wir bis 
vor kurzem iiber keine geniigend spezifischen und genauen Aminosaure 
bestimmungsmethoden verfiigten und daB das menschliche Materia! 
stets nur in relativ geringen Mengen zur Verfiigung steht. Die alteren 
Literaturangaben enthalten zahlreiche Widerspriiche und die Ergebnisse 
sind eher qualitativen Charakters. So ist es z. B. schon seit langem 


bekannt, daB das Albumin kein Glykokoll enthalt und weniger Trypto- 


phan und mehr Schwefel als Globulin usw. 

Die genauere Erforschung des Aminosauregehalts der verschiedene1 
EKiweiBbkorper begann eigentlich erst, als die Schulen von Fiirth und 
Folin genaue und _ spezifische kolorimetrische Mikromethoden aus 
arbeiteten. Unter den Arbeiten sind nur diejenigen vergleichbar, welch« 
die fraktionierte Salzfallung der Sera auf die klassische Art vornahmen 
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jie Gewinnung der einzelnen Fraktionen durch stufenweise Zugabe der 
notigen Salzmenge. 

Wegen Mangel an Material bestimmten viele Autoren bloB den 
\minosduregehalt der GesamtserumeiweiBbkérper, also ohne voran- 
vehende Fraktionierung. Vorwiegend wurde der Gehalt an Tryptophan 
ermittelt. Fischer und Weiss (5) fanden groBe Unterschiede im Trypto- 
yhangehalt der GesamteiweiBbkorper, und zwar eine Zunahme haupt- 
sichlich in den Fallen, die eine Beschleunigung der Blutkérperchen- 
enkung aufwiesen. Die Tryptophanvermehrung wurde mit einer 
Globulinvermehrung in Zusammenhang gebracht, da der gréBere 
Tryptophangehalt der Globuline bekannt war. Ohlsson (6) bestimmt in 
Pferdesera den Tryptophangehalt des Albumins und Globulins und 
berechnet aus dem ‘Tryptophangehalt der GesamteiweiBbkoérper den 
\Ibumin /Globulin- Quotienten (im weiteren nur als A/G bezeichnet) 
m Serum. Ermittelter und berechneter A/G stimmten befriedigend 
iberein. 

Lang (7, 8) fand bloB in 50 °, seiner Falle ahnliche Ubereinstimmung. 
Aus seinen Ergebnissen schloB er, dai die Ursache entweder in der 
Verschiebung des A/G im Serum liege, der als rein physikalisch-chemi- 
schem ProzeB kein entsprechender chemischer parallel lauft, oder dab 
es individuell verschieden aufgebaute SerumeiweiBkérper gabe. Die 
Ergebnisse von Fischer und Blankenstein (9 bis 12) sind leider wegen 
der verschiedenen Darstellungsweise der Praparate nicht vergleichbar. 

Lang und Brawn (13) stellten aus menschlichem Serum vier Eiweib- 
fraktionen dar und bestimmten den Tyrosin-, Tryptophan-, Cystin- 
und Arginingehalt der Fraktionen. Die Einzelwerte zeigen eine Schwan- 


kung von etwa 50°. also erheblich héher als die der Versuchsfehler. 
£ 0 


Einige pathologische Falle zeigen noch gréBere Abweichungen vom 
Mittelwert. Aus ihren Ergebnissen schlieBen Lang und Braun, daB die 
SerumeiweiBkérper keine stabile Zusammensetzung haben, sondern 
breite individuelle Varianten aufweisen. 

Groh und Faltin (14) fanden bei der Fraktionierung von Pferdesera, 
daB der Tyrosin- und Tryptophangehalt der aufeinanderfolgenden 
Ammonsulfatfraktionen keinen sprunghaften, sondern einen stetigen 
Chergang aufweist. Sie folgerten daraus, daB die einzelnen Fraktionen 
keine einheitlichen Substanzen sind, sondern bloB Mischungen aus zwei 
oder mehreren EiweiBkérpern. Grdéh und Weltner (15) gingen auf Grund 
der Theorie von Sédrensen von der Annahme aus, da nur dann reine 
Fraktionen zu erwarten waren, wenn die Fraktionierung aus stark ver- 
diinnten Sera vorgenommen wird. Dasselbe Serum wurde das eine Mal 
auf das Zweifache, das andere Mal auf das Zwanzigfache verdiinnt und 
auf gleiche Weise mit Ammonsulfat fraktioniert. Es ergab sich, dab 
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die aus der zweifachen Verdiinnung gewonnenen Fraktionen den s1 
Wechsel im Tyrosin- und Tryptophangehalt, dagegen die au 
zwanzigfach verdiinnten Serum stammenden einen identischen Wer 


der L. und II., sowie einen anderen identischen in der [V. und V. Frakt jo, 
aufwiesen und daB zwischen den beiden Werten ein wohldefinjert., 
sprunghafter Unterschied vorhanden ist. 

Einer von uns (16) fraktionierte (im Institut von Prof. Gré}) ery 
50 menschliche Sera in 50facher Verdiinnung. Der Tyrosin-, Tryp, 


phan- und Cystingehalt der Fraktionen wurde bestimmt und es erga}, 
sich, daB die entsprechenden Fraktionen der verschiedenen Sera inne: 
halb der Fehlergrenzen den gleichen Aminosauregehalt aufwiesen. [)j, 
Sera stammten von Hypertonikern, bei denen ein gréBerer Ader|a{ 
aus therapeutischen Griimden erwiinscht war. Einzelheiten siehe ly 
Groh und Mitarbeitern (17) und Balint (16). 

Da die frither genannten Autoren | Lang (7, 8), Lang und Braun (13 
Ohlsson (6) usw.| die Fraktionierungen in nur wenig- oder sogar unye1 
diinnten Sera vornahmen, tauchte der Gedanke auf, ob der Grund fii; 
die unkonstanten Ergebnisse nicht in diesem Umstand liege, und deshal|) 
schien es erwiinscht, die Untersuchungen an gréBerem Material und i: 
groBen Verdiinnungen zu wiederholen. 

Weiterhin entsteht die Frage, ob die Zusammensetzung der Albumine 
und Globuline in verschiedenen pathologischen Fallen identisch ist 
In diesem Zusammenhang sollte die Frage erértert werden, ob Ve 
schiebung des A/G, der beim Menschen zwischen etwa 0,3 und 3.0 
variieren kann, mit einer chemischen Umwandlung der Eiweibkoérper 
verbunden ist, oder aber bloB eine physikalisch-chemische Verschiebuny 
der Fallungsgrenzen bedeutet. Eine dritte Méglichkeit ware das Er 
scheinen von EiweiBkérpern, die im normalen Serum gar nicht vor 
handen sind. 

Diese Arbeit wurde dadurch erméglicht, daB es einem von uns (1S 
gelang, die von Folin und Marenzi (19, 20) angegebenen Tvyrosin 
Tryptophan- und Cystinbestimmungen so zu modifizieren, dal dir 
genannten Analysen in kleinsten EiweiBmengen durchfithrbar waren 
Zur Doppelbestimmung der drei Aminosdiuren benétigten wir etwa 
150 mg getrocknetes Eiweib. 

Es wurde also eine gréBere Anzahl von Sera fraktioniert, der A 
durch Salzfallung bestimmt und die EiweiBfraktionen auf die genannte: 
Aminosauren untersucht. In dieser ersten Mitteilung sind die Ergebniss 
iiber Sera mitgeteilt, die von (in Hinsicht auf BluteiweiB) normale: 
sowie von kranken Personen stammen. Fiebernde, an akuten Infek 
tionskrankheiten leidende Kranke wurden zur Zeit nicht untersuclit 
sondern vorwiegend solche subakute bzw. chronische Fille, bei denen 
der Organismus schon sozusagen Zeit hatte, sich den neuen Verhi!t 





emische Zusammensetzung der menschlichen BluteiweiBkoiper. I, 


jssen anzupassen, wo also ein neues Bluteiweibgleichgewicht schon 


ngetreten sein konnte. 


Experimenteller Teil. 
“TAKtion Bestimmung des Albumin Globulin-Quotienten. 


fin ertery 
Das aus der Vene gewonnene Blut wurde in einem trockenen GefaB aut- 


vetangen, ohne jeglichen Zusatz im Eisschrank einige Stunden lang stehen- 


rOh) ety gelassen und nach eingetretener Gerinnung zentrifugiert. Das Serum wurde 
Trvpt ibgesaugt und weiter verarbeitet. In samtlichen Sera wurde der Gesamt- 

es ¢ stickstoff und Reststickstoff nach Cleghorn und Jendrassik (21), bzw. 
lendrassik und Polgar (24) mittels Nesslerisation und nachfolgender stufen- 

= yhotometrischer Ablesung bestimmt. Zur Bestimmung des Gesamtstick- 

sen. Di toffgehalts wurde das Serum mit physiologischer Kochsalzlésung zehnfach 


Aderlaf verdinnt und leem der verdiinnten Lésung mit | cem konz. Schwefel- 
Bs iure in einem Kolben (mit einer Marke bei 40 cem) verascht. Nach dem 
Vertreiben der Wasserdimpfe wurden viermal 10 Tropfen einer Peroxy- 
genol-( Richter-) L6sung als Katalysator zugesetzt. Der Kolbeninhalt wurde 


siehe 





— nach erfolgter Klarung bis zur Marke aufgefiillt, griindlich duichgemischt 
r unver nd 2cem in ein 10-cem-MeSglas gebracht. Nach Zufiigung von 0,5 cem 
rund fii %)° iger NaOH, Auffiillen auf 10cem und Zugabe von 0,5 cem Nessler- 
deshalh feagens wurde binnen einigen Minuten im Stufenphotometer mit Filter 
i vend + S43 kolorimetriert. Ein Blindversuch wurde zwei- bis dreimal taglich 

angesetzt. Durch Subtraktion der beiden Extinktionen konnte der Stick- 

stoffgehalt in y nach der von Jendrassik und Cleghorn (21) angegebenen 
lbumine J Tabelle errechnet werden. Dieser y-Wert mit 0,02 multipliziert ergibt 
isch ist den Stickstoffgehalt des unverdiinnten Serums in g°,. Nach Subtraktion 
ob Ver des Reststickstoffgehalts und Multiplikation mit 6,25 erhalten wir den 

me SerumeiweiBgehalt in °,. 

und 3.0) Je nach der zur Verfiigung stehenden Serummenge wurden 5 bis 
Bkorper lQusw. cem Serum in einen MeBkolben gebracht und mit 22,6°,iger Na, SO,- 
hiebung Lésung auf das 20fache Volumen aufgefiillt'. So erhielten wir eine Na, SO,- 
das Er Konzentration von 21,5°,,, bei weleher nach Howe (22) samtliche Globuline 


ausgefallt werden. Nach dreistiindigem Stehen im Thermostaten bei 37° 
wurde der Globulinniederschlag daselbst durch ein Schleicher-Schiill-Filter 
589 Blauband) filtriert. 3 eem des Filtrats wurden mit 1 cem konz. Schwefel- 


Vo! 


ans (1S siure nach Kjeldahl verascht und der Stickstoffgehalt wie oben angegeben 
Vrosin bestimmt. Die gewonnenen y-Stickstoffwerte ergeben mit 0,0133 multi- 
laB d pliziert den Albumin- + Reststickstoff, aus welchem durch Subtraktion des 
al if r° 


Xeststickstoffgehalts und Multiplikation des Ergebnisses mit 6,25 der 
Albumingehalt des Serums in °, errechnet werden kann. Den Globulin- 
r etwa gehalt erhalten wir aus dem Gesamteiweif durch Subtraktion des Albumin- 


waren 


gehalts. 
Darstellung der Eiweifpraparate. 
annten GesamteiweiB. Etwa 5ccem Serum wurden mit Wasser auf das etwa 


ebniss l0fache Volumen verdiinnt, das EiweiB mit '/,, Volumen 20° iger Trichlor- 


male , hs ee 
Ammonsulfatfallung konnte nicht vorgenommen werden, da sie eine 

feos es . e as ce be ‘ 
Infek nachtragliche direkte Stickstoffbestimmung unméglich macht. Die durch 
rsuchit Jendrassik und Polgar (24) empfohlene Lithiumsulfatfaliung war wegen 


der zur Zeit noch mangelnden Literaturangaben — fiir vergleichende Unter- 
suchungen ungeeignet. 


denen 


prhilt 
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essigsaure gefallt und zentrifugiert. Die Fliissigkeit wurde abgegoss; 
EiweiB mit einigen cem Alkohol versetzt und im selben Zentrifugier, 
einen Trockenschrank von 90 bis 100° gestellt. Die trockene Masse 
verrieben und in ein MeBglaschen gebracht. 

Globulin. Der durch Na,SO,-Fallung (21,5°,) erhaltene Niedersc} 
wurde auf dem Filter gesammelt, in wenig Wasser gelést, durch Tric} 
essigsdure gefallt, zentrifugiert und getrocknet wie oben angegeben. — |)a. 
getrocknete Praparat wurde Na,S O,-frei gewaschen und abermals get1ock ney 

Albumin. Das Filtrat der Globulinfallung wurde mit Trichloressigs; 
gefallt und weiter ebenso behandelt wie das Globulin. 





Da die so erhaltenen Praparate nach dem Trocknen schwer zu verreihe; 
waren, versuchten wir das EiweiB mit etwas Acetatpuffer (yy 5,7) dun 
Erwarmen am siedenden Wasserbad auszufallen und den zentrifugierte 
Niederschlag durch mehrmaliges Auswaschen vom Na,SO, zu_ befreie: 
Das Praparat wurde schlieBlich ebenfalls bei 100° getrocknet. In einige: 
Fallen stellten wir aus demselben Serum Eiwei8praiparate nach bei 
Arten dar und da die Analysenergebnisse stets dieselben waren, ist in dey 
folgenden Tabellen nicht bezeichnet, auf welche Art die Priparate da: 
gestellt wurden. In letzter Zeit arbeiteten wir nur mehr mit durch Hitz 
fallung gewonnenen Praparaten. 


Aminosdurebestimmungen. 


Etwa 60 bis 80mg Eiweif wurden analytisch genau in einen, 100 bis 
150 mg in einen anderen trockenen Hydrolysierkolben eingewogen. De: 
erste Anteil wurde mittels 2 cem 20°,iger Natronlauge, der zweite mittels 
4 bis 8 cem 20°, iger Salzsiure hydrolysiert. Alle Einzelheiten der Hydrolys: 
und der darauffolgenden Tyrosin-, Tryptophan- und Cystinbestimmung 
wurden so ausgefiihrt, wie einer von uns in einer vorhergehenden Arbeit 
ausfiihrlich beschrieben hat [P. Balint (18)}. 


Tabelle 


Zur Berechnung des Aminosauregehalts bestimmten wir den Stick 
stoffgehalt des sauren Hydrolysats und erhielten dadurch den Stickstoti 
gehalt des urspriinglichen Trockenpraparats. Da wegen der verschiedene: 
Verunreinigungen (hauptsachlich Na,SO,, daneben auch anderer Serun 
bestandteile) der Stickstoffgehalt der verschiedenen Praparate nicht imme: 
iibereinstimmte, rechneten wir, um vergleichbare Resultate zu erhalte 
simtliche Analysenergebnisse auf ein 16°, Stickstoff enthaltendes Eiwei! 
um. Sémtliche angegebenen Prozentzahlen bedeuten also, wieviel g Amino. 
sdure das Prdparat auf 16 g Gesamtstickstoff enthdlt. 

Dieses Verfahren erscheint uns als berechtigt, da durch weitere Rein 
gungsprozesse sehr viel Material verlorengegangen ware und kein noch » 
sorgfaltig dargestelltes SerumeiweiBpraiparat sicher mit dem im Blut 
kreisenden EiweiS8kérper identisch ist. Da im Serum aufer dem Rest 
stickstoff nur die EiweiBkérper stickstoffhaltig sind, kénnen gliickliche: 
weise keine stickstoffhaltigen Verunreinigungen vorkommen und so scheint 
uns die Umrechnung auf Stickstoffwerte durchaus statthaft. 

In zwei Fallen, wo gréBere Mengen Serum zur Verfiigung standen, 
teilten wir das Serum in zwei Teile. Der erste wurde einfach, wie obe1 
angegeben, verarbeitet, der zweite wurde 1 bzw. 2 Stunden lang in einen 
Wasserbad von 60° belassen und nachher auf dieselbe Weise weiterbehande!t 
So erhielten wir in vitro eine Verschiebung des A/G und konnten di 
Praparate auch in diesem Falle der Analyse unterwerfen. 
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Versuchsergebnisse. 

Tabelle I enthalt unsere Analysenergebnisse. Bei der Durchsicht 
der Zahlen ist es auffallend, daB die Schwankungen der Einzelergebnisse 
ziemlich groB sind, jedenfalls gr6Ber als die Fehlergrenze der Methode 

10°) erlauben wiirde. Jedoch nur in einem Falle (Nr. 40) liegt der 
Tyrosin- und Tryptophangehalt des Albumins (7,77 bzw. 1,67°,) 
petrachtlich auBerhalb aller iibrigen Werte, um mehr als 50°, héher 
als der Maximalwert von 30 Bestimmungen. (Die sonstige Schwankung 
des Albumin-Tyrosingehalts liegt innerhalb von 30°,.) Aus diesen 
Griinden werden die Ergebnisse von Nr. 40 und 41 (da beide Sera von 
demselben Patienten stammen) bei der Durchschnittsrechnung auber 
acht gelassen und spater gesondert diskutiert. Die Analysenergebnisse 
Nr. 38a und 39a sind ebenfalls nicht im Durchschnittswert inbegriffen, 
da sie, wie weiter unten ausgefiihrt wird, Spezialfalle darstellen. 

Die Durchschnittswerte samtlicher Ergebnisse sind in Tabelle LI 
zusammengestellt. 


Tabelle II. 





Tyrosin j Tryptophan 4 Cystin 


o 


6,22 + 0,41 2,00 + 0,29 2,48 + 0,25 
(5,55 — 7,10) (1,33 — 2,43) (2,06 —3,03) 
= 28 17 


Globulin negly i. 9 ee 
4, = 0,07 “= 0,05 a. = 0,06 
4,84 + 0,31 0,72 + 0,12 4,99 + 0,26 
(4,34 —5,34) (0,50 — 1,03) (4,24 — 5,54) 
n = 30 n = 27 n=17 
“= 0,06 “= 0,02 u, = 0,06 


Albumin 


Die Zahlen bedeuten den arithmetischen Mittelwert mit dem sog. 
mittleren Fehler, in den Klammern befinden sich die Minimal- und 
Maximalwerte simtlicher Ergebnisse, n bedeutet die Zahl der unter- 
suchten Faille, «4, den mittleren Fehler des Mittelwertes der Beob- 
achtungsreihe. Die mittleren Fehler sind nach dem Prinzip der Fehler- 
quadrate berechnet, Einzelheiten siehe bei Piitter (23). Trotzdem die 
Kinzelwerte nicht unbetrachtliche Schwankungen aufweisen, ist die 
ermittelte fehlerkritisch gesicherte Differenz (k) zwischen Globulin und 
Albumin fiir alle drei untersuchten Aminosauren erheblich gréBer als 5, 
so daB die Differenz im Aminosduregehalt wirklich als gesichert an- 
gesehen werden kann. Der k-Wert ist am gréBten beim Tryptophan, 
kleiner beim Cystin und am kleinsten beim Tyrosin. Diese Tatsache 
la8t sich dadurch erklaren, daB im Albumin und Globulin die Differenz 
im Gehalt an den genannten drei Aminoséuren vom Tryptophan iiber 
Cystin bis zum Tyrosin abnimmt. 
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Lang (7,8), Fischer und Weif (5) und andere berechneten 4): 
Grund des durchschnittlichen Aminosaduregehalts des Globulins }\ 
Albumins und auf Grund des A/G den entsprechenden Aminosiyre. 
gehalt fiir das GesamteiweiB und verglichen den so erhaltenen Wer 
mit dem durch direkte Analyse ermittelten. Die Ubereinstimmung War. 
wie schon friiher erwahnt, in vielen Fallen nicht befriedigend. Daray 
erhob sich die Frage, ob diese Unstimmigkeit aus der Verschiebung ¢. 
A/G stammt, welcher Verschiebung als rein physikalisch-chemische 
Vorgang aber keine entsprechende chemische Veranderung entspreche, 
sollte. 

Aus unseren Ergebnissen scheint uns der SchluB berechtigt, da\j 
aus der Zusammensetzung des GesamteiweiBes keine Folgerung auf de 
AG zulassig ist. Wenn wir namlich von den Schwankungen absehe 
und den in Tabelle II angegebenen Mittelwert als wahren Wert fiir di 
Zusammensetzung des Globulins bzw. Albumins ansehen, so wiire j) 
einem Serum mit dem A/G 2,0 die berechnete Zusammensetzung (le: 
GesamteiweiBes: 5,30°, Tyrosin, 1,15°, Tryptophan und 4,15 
Cystin. Falls sich der A/G auf 1,0 andert (das ist unter pathologische: 
Verhaltnissen schon eine betrachtliche Verschiebung), so betriigen di: 
entsprechend berechneten Werte: 5,53°, Tyrosin, 1,36 ° Tryptop! 
und 3,74°, Cystin. Diese Differenz liegt noch innerhalb der Feh!e: 
grenzen der Methode und so kann nicht erwartet werden, daB aus de) 
Aminosauregehalt der GesamtserumeiweiBkérper irgendein Schlufi au 
den A/G gezogen werden kénnte. 

Betrachten wir nun die Zusammensetzung des Globulins bz) 
Albumins in den Fallen, wo der A/G gegeniiber dem normalen stark 
verandert ist, z. B. einen hypothetischen Fall, wo der A/G 0,5 betrig' 
Hier besteht eine absolute Globulinvermehrung und eine absolute Albumi 
verminderung, angenommen, daB der GesamteiweiBgehalt des Serum: 
nicht betrachtlich vermindert ist. Ware die Veranderung des A (: 
bloB8 eine physikalisch-chemische Verschiebung der Fallungsgrenze 
so wtirde dies bedeuten, daB ein Teil des Albumins mit dem Globu/ 
ausfallbar ist; das analysierte Globulin wiirde durch Albumin. ver. 
unreinigt erschemen und einen niedrigeren Tyrosin- und Tryptophan- 
dagegen einen héheren Cystingehalt aufweisen als die normalen (ilo. 
buline. 

Solche Verhaltnisse wurden kiinstlich veranlaBt im Falle der Ser: 
Nr. 38 und 39. Von beiden wurde ein Teil ohne vorhergehende Behand- 
lung aufgearbeitet, ein anderer 1 bzw. 2 Stunden lang in einem Wasserba( 
von 60° belassen. Dadurch erreichten wir eine kiinstliche Verschiebung 
des A/G im Sinne einer betrachtlichen Globulinvermehrung. Die +0 
behandelten Sera wurden dann weiter wie iiblich aufgearbeitet. Wi 
zu erwarten war, ergab die Analyse der Albumine die gleichen Wert: 
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Die Globuline dagegen zeigten ab- 





wie die der unbehandelten Sera. 







































Pten ays 
ins boy MR weichende Werte: niedrigeren Tyrosin- und Tryptophan-, héheren 
Nosiury. | Cystingehalt. Der Grund der Verschiebung des A/G war in diesem 
en Wer fm kinstlich hervorgerufenen Falle, daB durch das Erwarmen die Fallbar- 
Ing war fe keit eines Albuminanteiles so verandert wurde, da er mit den Globulinen 
Darays ausfiel. 
UNE des Laut unseren Ergebnissen trifft dies aber bei natiirlichen Ver- 
Nischey, || schiebungen des A/G nicht zu. Der Fall Nr. 5 mit einem A G von 0,44 
prechey If zeigt diesel be Globulinzusammensetzung wie der Mittelwert aus saimt- 
lichen Analysen. Dasselbe ist zu sagen vom Fall Nr. 36, welcher das 
gt. day andere Extrem darstellt. Hier betragt der A/G 3,18 und das Albumin 
auf dey ME zeigt auch hier eine dem in Tabelle [Il angegebenen Mittelwert ent- 
ibsehe) sprechende Zusammensetzung. Im letzteren Falle ware bei bloBer Ver- 
fiir die | schiebung der Fallungsgrenzen eine Verunreinigung des Albumins 
ware j durch Globulin zu erwarten gewesen. 
mg des Um die konstante Zusammensetzung des Globulins bzw. Albumins 
4.15 bei verschiedenem A/G zu beweisen, teilten wir unser Gesamtmateria! 
vischey | in drei Gruppen und bestimmten beim GesamteiweiB, Globulin und 
ren die Albumin einzeln fiir jede Aminosiure die Mittelwerte und die mittleren 
tophan {| Fehler. In der ersten Gruppe ist der A/G niedriger als 1,2 (Nr. 1 bis 10), 
Fehler in der zweiten liegt er zwischen 1,2 und 2,0 (Nr. 11 bis 28) und in der 
is dey dritten héher als 2,0 (Nr. 29 bis 39). Die Ergebnisse sind in Tabelle IIT 
18 ayi | zusammengestellt. 

Die Mittelwerte fiir die entsprechenden Aminosduren zeigen in 
bz allen drei Gruppen fiir Globulin bzw. Albumin gute Ubereinstimmung. 
stark Die fehlerkritisch gesicherte Differenz ist fast in allen Fallen kleiner 

tract als 1,0, zweimal liegt sie héher als 2. Da im zuletzt genannten Falle 
umn die zwei Extremwerte eine k — 0,6 aufweisen, kann diese Differenz 
erumnis auch nicht als iiber die Fehlerbreite hinausgehend angesehen werden. 
AG Diese Ergebnisse erharten unsere Auffassung, daB die Verschiebung 
nze) des A/G in allen von uns untersuchten Fallen mit einer chemischen Um- 
hal wandlung der entsprechenden EiweiBkérper einhergegangen ist. Die 
ver- Zusammensetzung des Globulins ist aber die gleiche, wenn der A |G 2,0 
han. betragt, oder wenn er bei starker Albuminverminderung auf 0,5 sinkt. 
Gio. Das vermehrte Globulin unterscheidet sich nicht von demjenigen 
Globulin, welches im normal zusammengesetzten Blut vorkommt. 
Ner Innerhalb der fiir Globulin typischen Fallungsgrenzen werden stets 
land: solehe Eiwei8kérper gefallt, die auch in Beziehung der chemischen Zu- 
rbad sammensetzung mit den Globulinen identisch sind. 
bung Ob es sich in diesen Fallen um neu gebildete EiweiBkorper, 
le si oder aber um sowohl chemisch, als auch physikalisch-chemisch um- 
Wie gewandelte, schon vorhandene EiweiBkérper handelt, kann durch 
verte unsere Analysen nicht entschieden werden. Es muB nochmals betont 
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unseren Fallen — keine 
fiebernden Kranken be. 
fanden und daB es denk. 
bar ist, daB diese ein an. 


4,78 + 0,3: 


0,10 


deres Verhalten zeigen. 
In Tabelle ILI sind 
auch die nach dem A (; 


Albumin 
0 


Tryptophan 
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0, 


gruppierten Analysen. 


0,33 
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ergebnisse der Gesamt- 
serumeiweiBkorper — z- 
sammengestellt. Die drei 
Gruppen zeigen in ihrer 
Zusammensetzung eine 


Tyrosin 
10 * 0,3 
7 


st 


4,88 
4.¢ 


+ 0,18 


maBige, aber nicht als 
fehlerkritisch gesichert 


2,42 + 0,12 


2,42 


ansehbare Differenz. 
Nach dem oben Aus- 
gefiihrten war dies ja 
wegen der _ betracht- 


0,29 | 
13 
0.08 


Globulin 
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n 


Tryptophan 
) 

u , 

1,90 + 0,32 


2.01 





lichen Versuchsfehler 
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auch so zu erwarten. 
Der Fall Nr. 40 ist 
sowohl in klinischer als 


5 
16 
0,13 

39 


Tyrosin 
3,20 + 0,E 
r 0,36 


b, 
v 
6,25 


auch in chemischer Hin- 
sicht ein Sonderfall. Es 


0,22 


handelt sich um eine 
Hypoproteinamie, mit 
einem Gesamtserumei- 
weiBgehalt von 2,66 °,: 
dieser Wert stellt einen 


3.60 
.73 > 0,60 


« 
‘ 

€ 
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0,33 


auch in der Literatur 
vereinzelten Fall dar. 
Die Verminderung  be- 
trifft hauptsachlich die 
Albumine. In diesem 
einzigen Fall erwies sich 
die Zusammensetzung 
des Albumins als von 
den itbrigen Werten 
voéllig abweichend, Dal’ 
dies nicht bloB ein me- 
thodischer Fehler war. 


Gesamteiweil 
1,28 + 0,21 


Tryptophan 


1,16 2 
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ist durch die Analyse des Gesamteiweibes, welches den entsprechend 
hohen Tyrosingehalt aufweist, bestatigt. Es muB also hier angenommen 
werden, daB das verschwundene normale Albumin durch ein anders auf- 
vebautes EiweiB ersetzt wurde, dessen Fiallbarkeitsgrenze derjenigen 
des Albumins entspricht. Klinisch wies der Fall ganz hochgradige 
(jdeme auf, die sich durch keine Herz- bzw. Nierenkrankheiten erklaren 
lieben. Eine Ursache fiir die hochgradige Verminderung der Blut- 
eiweiBk6rper konnte nicht gegeben werden. Nach vierwochentlicher 
Behandlung verschwanden die Odeme, der GesamtserumeiweiBgehalt 
stieg auf 5,25 ° und die chemische Zusammensetzung der fraktionierten 
EiweiBkérper erwies sich als fast vollkommen normal. Die Neubildung 
der EiweiBk6rper geschah also im Rahmen der normalen EiweiBbildung. 

Unerklart bleibt die verhaltnismaBig groBe, die Versuchsfehler 
weit tibertreffende Schwankungsbreite der Einzelwerte unserer unter- 
suchten Falle. Eine Erklarung ware, daB die Schwankungen einer 
verschiedenen individuellen Zusammensetzung der Serumglobuline und 
-albumine entsprichen. Der Betrag dieser Schwankungen ist am 
groBten beim Tryptophan, kleiner beim Cystin und am kleinsten beim 
Tyrosin. Wenn man aber bedenkt, da in Albumin und Globulin bei 
den genannten drei Aminosduren der Tryptophangehalt die gréBten 
Differenzen aufweist, so kann man sich leicht vorstellen, daB eine Ver- 
unreinigung der Globulinfraktion mit etwas Albumin sich viel mehr im 
Tryptophan- als im Tyrosingehalt des Globulinpraparats bemerkbar 
macht. Es besteht also die Méglichkeit, daB selbst bei der von uns 
angewendeten grofen Verdiinnung des Serums die Fraktionen nicht 
rein darstellbar waren und da Albumin bzw. Globulin miteinander 
verunreinigt ausfielen. Weiter ist es auch noch méglich, daB die einzelnen 
Unterfraktionen der Globuline und Albumine eine konstantere Zu- 
sammensetzung besitzen und daB die Gesamtglobuline bzw. -albumine 
bloB8 im Mengenverhaltnis verschiedene Mischungen der Unterfrak- 
tionen sind. 

In einer folgenden Arbeit werden wir daher die Sera in mehrere 
Fraktionen aufteilen, um diese Frage mittels Analyse der Unter- 
fraktionen zu beantworten. AuBerdem werden wir auch von fiebernden 
Kranken stammende Sera untersuchen. 


Zusammenfassung. 


Es wurden 41 von nicht fiebernden Kranken stammende Sera 
mittels Na, SO, fraktioniert und auBer dem Albumin /Globulin- Quotien- 
ten der Tyrosin-, Tryptophan- und Cystingehalt der Gesamtserum- 
eiweiBkérper sowie der Globuline und Albumine ermittelt. 

Trotz der betrachtlichen Schwankungen der Eimzelwerte wurde 
festgestellt, da die Zusammensetzung des Globulins bzw. Albumins 
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bei verschiedenen Werten des Albumin /Globulin- Quotienten dies«|}y 
ist, daB also die Verschiebung des Quotienten nicht nur eine Ve 
anderung der Fallbarkeitsgrenzen bedeutet, sondern mit einer chemise |) 
Verwandlung der EiweiBkérper einhergeht. In der Zusammensetziny 
der GesamtserumeiweiBkérper konnte bei verschiedenen Albumin (\o 
bulin- Quotienten keine fehlerkritisch gesicherte Differenz aufgefundde) 
werden. 


In einem Fall hochgradiger Hypoproteinimie war die Zusammey 


setzung des Albumins von allen anderen Fallen véllig abweichend, da. 
normale Albumin war hier scheinbar durch ein anders aufgebaute, 
EiweiB ersetzt. 

Die Schwankungen der Einzelwerte sind wahrscheinlich dure! 
individuell veranderliche Zusammensetzung der Serumeiweibkérpe 
bedingt, wobei die Méglichkeit nicht ausgeschlossen werden kann, da} 
die Globuline bzw. Albumine bloB EiweiBmischungen darstellen, welche 
aus Unterfraktionen konstanterer chemischer Zusammensetzung  be- 
stehen. 

In spateren Arbeiten werden die Unterfraktionen der Globuline 
und Albumine, auBerdem die Eiwei®kérper der Sera von fiebernden 
Kranken untersucht werden. 
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Uber den Einflu8 von Standort und Diingung 
auf den Provitamin A-Gehalt der Gemiise. 
Eine Stellungnahme. 

Von 
Werner Sehuphan. 


(Aus dem Institut fiir Gemiisebau, GroBbeeren, der Versuchs- und 
Forschungsanstalt fiir Gartenbau, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 4, April 1940.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Kenntnisse uber die Vitamingehalte der Gemiise verdanken wir in 


erster Linie den umfangreichen Arbeiten von A. Scheunert und Mit- 


arbeitern, die in zahlreichen Veréffentlichungen (1 bis 6) nicht nur die 
Hohe der Gehalte verschiedener Gemiisearten an Vitamin A, B und C 

iline feststellten, sondern auch ihre Beeinflussung durch verschiedene 

iden Methoden der Zubereitung ermittelten. In zwei kiirzlich erschienenen 
Arbeiten, die ich besonders im Auge habe, werden die Vitamin A- und 
(-Gehalte in Verbindung mit Standort und Diingung behandelt (6, 7). 
Hierbei diente eine im Scheunertschen Institut entwickelte Methode des 
Rattenversuchs als Beurteilungsgrundlage. Die von einem Mitarbeiter 
Scheunerts ausgearbeitete chemische Methode der 8-Carotinbestimmung 
wurde zum Vergleich herangezogen. 

Aus den gewonnenen Ergebnissen glauben die Verfasser beziiglich 
des Standorts und der Diingung Folgerungen ziehen zu miissen, die 
vom Standpunkt des wissenschaftlichen Pflanzenbaus und der Agri- 
kulturchemie nicht unwidersprochen bleiben diirfen, zumal ein unlangst 
zusammen mit Professor Dr. Catel, Leipzig, durchgefiihrter Sauglings- 
ernahrungsversuch sowie weitere umfangreiche Untersuchungen unseres 
Instituts bei gleicher Fragestellung zu ganz anderen Ergebnissen fiihrten. 

In ihrer Arbeit ,,Uber die Vitamin A-Wirkung von Méhren (Daucus 
Carota) unter dem EinfluB8 verschiedener Diingungsweisen** unter- 
suchen A. Scheunert und K.-H. Wagner (7) verschieden  gediingte 
Méhrenproben der Standorte Berlin-Lichterfelde (1936), Weihenstephan 
bei Miinchen (1937) und GroBbeeren, Kreis Teltow (1938). Nach 
vergleichsweiser Gegeniiberstellung der Ergebnisse kommen die Ver- 
fasser, da sich die Befunde insbesondere die der Diingungen ,,Stall- 
mist** und ,,Stallmist + NPK*‘ (Weihenstephan 1937, GroBbeeren 
1938) — nicht entsprechen, zu dem SchluB, ,.daf die gefundenen geringen 
Schwankungen zufdlliger Natur sind und dap sie nicht auf verschiedenen 
Diingungsarten, Standorteinfliissen oder dergleichen mehr beruhen.* 
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Ferner folgern sie aus den geringen Unterschieden, die nach ihrer Ansi ht Kign' 
in die Grenzen der normalen Schwankungen fallen, daB diese Fes. kung’ 
stellung von groBer Bedeutung sei, ,,weil sie zeigt, daB die Berechnuny Rot 
der Vitaminproduktion seitens einer Pflanzenart durchaus moglich ist Verfe 
., Wiirden** so sagen sie weiter — ,,solche Schwankungen, wie sie nac| wend 
der Literatur zundchst angenommen werden mufBten, tatsdchlich vorha nd: 
sein, 80 wire eine solche Berechnung nur mit Hilfe ganz grober An. angre 
niherungswerte méglich.” Sorte 


in @ 


Die Ansichten, die hier von den Verfassern herausgestellt werden, Moht 
kénnen mit unseren Untersuchungsbefunden keinesfalls in Einklany Abge 
gebracht werden. Obwohl Schewnert und Wagner zu Beginn ihrer Arbeit aur | 
die Méglichkeit eines verschieden hohen Carotingehalts bei den manniv. Folge 
fachen Mohrensorten infolge unterschiedlicher Angaben in der Literatu der 
hervorheben, wird bei ihren Untersuchungen von Mohren verschiedener beste 
Standorte keine Sortenangabe verzeichnet. Da8B aber gerade bei Mohren 
sehr starke, sortenbedingte Unterschiede im Carotingehalt! auftreten, den 
geht aus zweijihrigen Untersuchungen unseres Instituts an dem vom Pflat 
Reichsnahrstand anerkannten Méhrensortiment hervor. Zur naheren und 
Orientierung sei dabei gesagt, daB unser nach Leipzig gesandtes Ver. ergel 
suchsmaterial aus Moéhren der Sorte ,,Nantaise‘‘ bestand. verg 

dem 


Tabelle I. Der Carotingehalt von Méhrensorten des Reichs bedi 
sortiments bei gleichem Standort. GroBbeeren 1939. ist d 





wirk 


Trockensubstanzgechalt | mg Carotin in 100 u 
in 5 Frischsubstanz Bed 


Viel: 


Mohren- bzw. Karottensorte 


Pariser Markt 9,01 12,8 Lich 
Duviker 9,50 10.6 
Guérande 9,66 8,7 
Chantenay 9,96 9,6 Inst 
Amsterdamer Treib 10,50 13,9 bein 
Gonsenheimer Treib 10,60 14,4 
Erstling 10,18 10,8 


Nantaise ... 9,35 8,5 i 
Marktgartner 9,70 8,1 bei 
Rote Riesen i 9,74 6,5 Bed 
Sudenburger 11,6: 9,7 
Lange rote stumpfe ohne Herz .. 11,00 10,7 


Aus: 
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Doe woe 


wie 
gleic 
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ME wee 


dep 
tret 
Ver: 

Aus der Tabelle I geht hervor, daB iiber 100 °,ige Unterschiede im Ert. 
Carotingehalt der Sorten auftreten und daB selbst bei den aus. haft 


gesprochenen Wintersorten, deren Anbauhdéhe in Deutschland je nach Qui 
oAerR Meco a Bea 


_ 
] 


* Die Sorten 8 bis 12 sind typische Herbst- und Wintersorten. 


; ’ bei a] nin 
' Carotin wurde nach der chromatographischen Methode im Pulfric/ ‘ 


Photometer bestimmt [vgl. auch Literatur (8)]. Ver 
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Kignung der Gegend fiir die eine oder andere Sorte starken Schwan- 
kungen unterliegt, bedeutende Unterschiede zu verzeichnen sind (vgl. 
Rote Riesen* und ,,Lange rote stumpfe ohne Herz‘). Die Angabe der 
Verfasser, ..bei unseren Untersuchungen kamen rote Moéhren zur Ver- 
wendung, wie sie in allen Gegenden Deutschlands als marktgangige Ware 
in einem gropen Teil des Jahres zu erhalten sind’, ist auch insofern 
angreifbar, als es sich bei den oben angefiihrten stark unterschiedlichen 
Sorten ausschlieBlich um rote handelt. Bekanntlich werden die gelben 
Mohrensorten nicht zu Speise-, sondern nur zu Futterzwecken angebaut. 
Abgesehen von dieser Tatsache beweisen aber die Zahlen der Tabelle | 
mr Geniige, daB schon infolge erblich bedingter Sorteneigenheiten die 
Folgerungen Scheunerts iiber die Méglichkeit einer genauen Berechnung 
der Vitaminproduktion einer Pflanzenart (Méhren) nicht zu Recht 
bestehen. 

Aber auch die Auslegung der Standort- und Diingerwirkung auf 
den Vitamin A-Gehalt ist vom Standpunkt des wissenschaftlichen 
Pflanzenbaus anfechtbar. Man kann, selbst bei véllig gleicher Diingung 
und bei Verwendung derselben Sorte, keinesfalls verschiedene Standort- 
ergebnisse von drei verschiedenen Jahren (1936, 1937, 1938) miteinander 
vergleichen, um dann auf Grund sich widersprechender Befunde zu 


dem SchluB zu kommen, es seien keine standorts- und diingungs- 
bedingten Unterschiede festzustellen. Im Laufe verschiedener Jahre 


ist die Verschiedenheit der Witterung und durch sie bedingt die Riick- 
wirkung auf Physiologie und Okologie der Pflanze ganz betrachtlich. 
Bedenken wir zudem, daB ,,Witterung’’ einen Sammelbegriff fiir eine 
Vielzah! von Faktoren, wie Niederschlage, Luftfeuchtigkeit, Warme, 
Licht darstellt, von denen jeder einzelne physiologische und 6kologische 
Ausschlage bedingen kann. Hier sei nur auf Versuchsergebnisse unseres 
Instituts hingewiesen (9). Eine Chlorid- bzw. Sulfatdiingung wirkte 
beim Spinat ganz verschieden auf Ertrag und Carotingehalt, je nachdem 
wie die Wasserversorgung, also nur ein Faktor der Witterung bei sonst 
gleichen Versuchsbedingungen, variiert wurde. Méhren reagieren bereits 
bei relativ geringen Mineralsalzkonzentrationen im Boden bei trockenen 
Bedingungen im abtraglichen Sinn. Wachstumssistierung und Ertrags- 
depressionen mit ihren Folgeerscheinungen im Hinblick auf die Qualitat 
treten hierbei auf. Bei besserer Wasserversorgung, unter sonst gleichen 
Versuchsbedingungen, konnten wir keine Schaden, sondern bessere 
Ertragsergebnisse beobachten. Beziiglich einer normalen oder fehler- 
haften Pflanzenentwick'ung, und somit Riickwirkung auf Ertrag und 
Qualitat der Erzeugnisse, ist auch dem Zeitpunkt der Diingergaben 
Beachtung zu schenken. Spates Einbringen der Diinger fiihrt zu Ertrags- 
minderungen. Es ergibt sich also aus vorstehenden Ausfiihrungen, dal 
Vergleiche von Versuchsergebnissen mehrerer Standorte in ganz ver- 
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ghiedenen Jahren wissenschaftlich unzulassig sind, da in diesem Falle 
nicht nur ein Faktor variabel gehalten wird, sondern eine Vielzahl. 

DaB sich Standorteinfliisse (Boden) selbst auf relativ kleinem Raum 
(GroBbeeren und Umgebung) bei sonst gleichen Verhaltnissen (Sorte, 
Dingung, Kulturbehandlung) sehr stark auszuwirken vermégen, kann 
iibrigens auch durch die Abb. 1 eindeutig belegt werden. 

Wenn wir einmal die GroBbeerener Befunde Scheunerts (Tabelle LL) 
herausgreifen und sie in Beziehung setzen zu unseren analytischen 
Ergebnissen (10) sowie zum Sauglingsernahrungsversuch von Catel und 
Mitarbeitern (11), so ist zweifellos eine Ubereinstimmung der Resultate 
festzustellen, obwohl sie in zwei verschiedenen Jahren — allerdings vom 
gleichen Versuchsfeld und mit der gleichen Sorte durchgefiihrt 
wurden (vgl. Tabellen III und IV). 


Tabelle Il. Ergebnisse des Rattenversuchs von Scheunert bei 
Verabfolgung verschieden gediingter Méhren des Standorts 
 GroBbeeren 1938". Sorte: ,,.Nantaise”™. 


[Nach Scheunert und Wagner (7). | 





Ergebnis 
Dosis Anzahl ungeniigend 


dil ? P ™ 
Diingurg in mg der Tiere 


geniigend | 


Kerato- 
malacie Tod 


20 10 
15 10 


20 10 
15 10 


Stallmist 


Stallmist + NPK 


Aus den Scheunertschen Rattenversuchen ergeben sich eindeutig 
bessere Ergebnisse bei Verfiitterung Stallmist + N PK-gediingter 
Méhren, da die kleinere Dosis von 15 mg bereits wirksam war. Der 
erhaltene Wert von 8 liegt klar um 100°, iiber dem der alleinigen 
Stallmistdiingung. Scheunert und Wagner vermeiden in Anbetracht 
ihrer weiteren Ergebnisse (Lichterfelde und Weihenstephan) eine ein- 
deutige Stellungnahme zugunsten der Stallmist + N PK-Diingung. 
Die nach Wagner parallel durchgefiihrte Bestimmung von #-Carotin 
ergab zwar ebenfalls eindeutig hdhere Werte bei Méhren (Grobbeeren), 
die eine Stallmist + N PK-Diingung erhalten hatten (48,3 y bei Stall- 
mist, 53,5 y bei Stallmist + N PK), doch wurden bei Umrechnung auf 
internationale Einheiten um 20°, geringere Werte als im Tierversuch 
gewonnen. Die geringen Schwankungen, die Wagner bei den Einzel- 
untersuchungen erhalt, fiihrt er darauf zuriick, ,dafB beim Heraus- 
schneiden von 5 g Méhren naturgemaB verschiedene Teile getroffen wurden’. 
Es ist bei dieser Angabe erstaunlich, daB die Sehwankungen immerhin 
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relativ unbedeutend sind, wenn bedacht wird, daB die Méhre jach 
unseren Befunden nicht nur in den einzelnen Partien (Kopf-, Mitte. 


und Spitzenteil), sondern auch im Holz- und im Rindenteil erhebliche 


Carotinunterschiede aufweist. Tabelle [IL zeigt beispielsweise, dal bej 
Untersuchung einer Méhre, die durch Horizontalschnitte in vier genau 
gleichlange Abschnitte zerlegt wurde, ganz bedeutende Unterschiede 
im Trockensubstanz- und Carotingehalt auftreten. Wenn im Kopfteil 
der M6hre um 50 °, héhere Carotinwerte als im unteren Viertel zu finden 
sind, so ist die Wichtigkeit einer exakten Probeentnahme hinreichend 
vekennzeichnet. 


Tabelle II]. Gehalte an Trockensubstanz und Carotin in ver. 
schiedenen gleichlangen Wurzelabschnitten der Moéhre. 


Sorte: Lange rote stumpfe ohne Herz". 





Gleichlange, durch Horizontal- Trockensubstanz- pe 
schnitte gewonnene Méhrenteile gehalt in °/9 on noel A 
Kopfstiick 9,68 9,50 
Oberes Mittelstiick 9,31 8,45 
Unteres Mittelstiick 9,21 7,50 
Wurzelspitze 9,09 6,30 


Ganz entsprechende Ergebnisse gewinnt man, wenn die Carotin- 
gehalte im Holz- und Rindenteil der Méhre einander gegeniibergestellt 
werden. Zwei Beispiele sollen hier nur genannt werden (Tabelle LV). 


Tabelle IV. Gehalt an Trockensubstanz und Carotin von Holz 
und Rindenteilen verschiedener Moéhren. 





Trockensubstanzgehalt Carotingehalt, mg in 
j ) 


Sorten in “\9 100g Frischsubstanz 





Holz Rinde Holz —*Rind 


Nantaise 9,78 9,64 4,65 9,90 
Lange rote stumpfe ohne Herz.... 10,38 10,74 4,10 12,90 


Eine beliebige Probeentnahme aus irgendeinem Abschnitt der 
Moéhre muB zu falschen Ergebnissen fiihren und ist im Interesse exakter 
Analysenergebnisse nicht zulassig. Vielmehr sind aus einer Vielzahl von 
Mohren (20 Stiick) Viertel- oder Achtelsektoren in der gesamten Wurzel- 
linge herauszuschneiden®. Diese Sektoren werden zu einer Mischprobe 
vereinigt, rasch zerkleinert und durchmischt. Der gewonnene Pflanzen- 
brei wird sofort um enzymatische Anderungen zu vermeiden in 


' Die Untersuchung fand mit iiberwinterten Méhren im Marz 1940 statt. 


* Ganz entsprechend verfahrt man bei anderen Wurzel-, Knollen- uni 
Fruchtgemiisen sowie beim Kopfkohl. 
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nach kleineren Mengen ausgewogen und analytisch weiter verarbeitet. Die 






Mit tel. « erhaltenen Proben bieten die Gewahr fiir eine hinreichende Genauig- 
bliche xeit der chemischen Untersuchung, was auch durch die experimentelle 
uB bej Arbeit eines meiner Mitarbeiter belegt werden konnte!. Selbst wenn dic 





genau Untersuchung mehrfach wiederholt wiirde, ist die Methode, Einzelpflanzen, 






































thiede und von diesen wiederum nur bestimmte Teile, zu verarbeiten, véllig 
»ptteil ynzuldssig, wie es hinreichend durch die Werte in Tabelle III und 1V 
inden hewiesen wurde. 
thend Die bedeutenden, sich oft widersprechenden Unterschiede zwischen 
Tierversuch und analytischem Befund, die Scheuwnert und Reschke (6) 
in einer anderen Arbeit iiber den Vitamin C-Gehalt verschiedener 
igs Gemiise in Abhangigkeit 
von der Diingung ermitteln, 
dirften meines Erachtens 
fast ausschlieBlich auf einer 
fehlerhaften Probeent- 
nahme beruhen. Im Tier- 
experiment miissen sich 
infolge der zeitlichen Dauer 
des Fiitterungsversuchs in- 
oy dividuelle und morpholo- A Methode Leipzig BAMethode GroBbeeren 
tellt isch bedingte L nterschiede Abb. 2. Schematische Darstellung der Leipziger und der 
iy (Einzelpflanzen bzw. ver- GroGheerener Probeentnahme bei Mohren. 
‘ schiedene Pflanzenteile) all- 
sis. mahlich kompensieren. Die Genauigkeit diirfte infolgedessen  be- 
friedigen. Dagegen ist dies bei der in Leipzig getatigten Probeentnahme 
= zur chemischen Bestimmung nicht gegeben, da die Anzahl der Pflanzen 
ea und die Wahl der Proben nicht geniigen. Eine theoretische Betrachtung 
, mag dies erlautern. Unsere Methode soll dabei der Scheunertschen 
kritisch gegeniibergestellt werden. 
“ Beispielsweise schreibt Scheunert (6) auf S. 44 in Tabelle VILL 
unter ,,Bemerkungen™, daB ,.je eine Scheibe des Langsschnitts durch je 
der eine Moéhre** zur analytischen Probe fiir die Ascorbinséurebestimmung 
ter diente. DaB ein Vertikalschnitt, selbst wenn er genau durch die Kopf- 
_ mitte bis zur Wurzelspitze einer Moéhre gefiihrt wird, kein exaktes 
vel. Ergebnis bringen kann, zeigt die folgende theoretische Uberlegung in 
.e Abb. 2. Danach wird schon durch den Augenschein klar, daf bei 4 
“n- ein viel gréBerer Antei! des Holzes als bei der Methode B gewonnen 
in wird. Rein rechnerisch gelingt dann der Nachweis, daB bei der Probe- 
entnahme A ein Holzanteil von 60°,, bei der exakten Methode B aber 
tt nur ein solcher von 36°, erhalten wird. Bedenkt man, daB beispiels- 
nil 











! Die Arbeit wird demnachst als Dissertation erscheinen. 
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weise bei der Méhrensorte ,,Lange rote sturmpfe ohne Herz‘: im Holzteij 
nur ein Drittel des Carotingehalts der Rinde zu finden ist, so diirfte 
wohl klar werden, daB man bei Anwendung der Leipziger Probeentnalm: 
chemisch viel zu geringe Werte ermitteln muB. Tatsachlich finden 
Scheunert und Wagner (7) bei ihren chemischen Untersuchungen 2° 
niedrigere Werte als im Tierversuch. Die Folgerung, die die Versuchs. 
ansteller daraus ziehen, miibte demnach eine notwendige Korrektur 
erfahren. Sie meinen namlich, daB aus ihren Befunden eine Ungeeignet. 
heit der chemischen Carotinbestimmung zur Erfassung der _biologisch 
wirksamen Vitaminmengen und eine Unentbehrlichkeit des ‘Tier. 
versuchs hervorgehe. 

Wenn wir die oben bereits zitierten Versuchsbefunde des Sauglings. 


ernahrungsversuchs heranziehen, so ergibt sich zweifellos eine tendenz. 
oo? ¥ ° ° . . . ‘ ‘ 
maBige Ubereinstimmung zwischen chemischer Bestimmung des Carotins 


in Gemiisepflanzen und den _ biologischen Versuchsergebnissen mit 
Sauglingen. Die an anderen Stellen ausfiihrlich behandelten Ver. 
suche (10, 11) sollen hier nur durch die Tabellen V und VI in ihren 
grundsatzlichen Punkten erértert werden. 


Tabelle V. Ergebnisse der chemischen Carotinbestimmunyg 
verschieden gediingter Méhren und Tomaten des Standorts 
,,GroBbeeren 1939**. 





mg Carotin 
in 100g Frisch- 
substanz 


Trockensubstanz- 


Diingung gehalt in /, 


Mohrensorte: ,,Nantaise“. 
11,17 5,40 
10,51 6,64 
Tomatensorte: ,,Sieger“. 
Stallmist | 5,86 0,42 
Stallmist + N?K 5,97 0,66 


Es zeigen sich eindeutige Gehaltserhéhungen an Carotin, wenn eine 
Stallmist + N PK-Diingung gegeben wird. Die Untersuchungen wurden 
mit Feldproben (je 20 Stiick) durchgefiihrt, von denen wir Sektoren in 
der oben beschriebenen Weise zu einer Mischprobe vereinigten. Wie die 
Tabelle VI darlegt, stimmen die Vitamin A-Befunde im Blute der 
Sauglinge, die getrennt in Leipzig von Dost und Schotola durchgefiihrt 
wurden, mit unseren Carotinbestimmungen bei Méhren und Tomaten 
grundsatzlich iiberein. Nicht nur im Blute der Sauglinge zeigte sich die 
bessere Wirkung Stallmist + N PK-gediingter Gemiise, sondern auch 
in einer héheren durchschnittlichen Gewichtszunahme je Tag bei dieser 
Sauglingsgruppe. Abgesehen von diesen Versuchen konnten wir aber 
auch bei dem Wintergemiise Rosenkohl (12) eine deutliche Erhéhung 
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fabelle VI. Vitamin A-Gehalte des Blutserums von Sauglingen 

bei Ernahrung mit verschieden gediingten Méhren und Tomaten 
des Standorts ,,GroBbeeren 1939". 

Méhrensorte: ,,Nantaise*‘; Tomatensorte: ,,Sieger’*. Versuchsansteller: 


FH. Dost und H. Schotola. 





Vitamin-A-Gehalt des Blutserums 
Emahrungsgruppe in mg 


Gemiise gediingt mit Anfang Ende 


des Ernaéhrungsversuchs 


Stallmist 0,111 0,114 
Stallmist + NPK. ....... 0,101 0,405 


der Vitamin C- und Carotingehalte feststellen, wenn als Diingung 
Stallmist mit einer zusatzlichen Mineralgabe (N PK) verabfolgt wurde. 
Diese eindeutig gleichgerichteten Versuchsergebnisse stehen im Gegen- 
satz zu den Folgerungen, die Scheunert und Mitarbeiter auf Grund ihrer 
Versuche glauben ziehen zu miissen. Die oben angefiihrten Gegen- 
beweise diirften geniigen, um die Scheunertschen Riickschliisse von 
bedeutender Tragweite fiir Agrikulturchemie und Ernahrungspolitik 
m widerlegen. 
Literatur. 


1) A. Scheunert, Deutsch. med. Wochenschr. Nr. 20, 1931. 2) A. 
Scheunert u. E. Wagner, Hauswirtschaft in Wissenschaft u. Praxis, Leipzig 
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Vorliiufige Stellungnahme 
zur vorstehenden Abhandlung von W. Schuphan, 


Von 
A. Scheunert. 


(Eingegangen am 31. Mai 1940.) 


Obwohl Heirn Schuphan bereits gelegentlich seines Vortrayges ay); 
der Tagung des Forschungsdienstes am 9. April 1940 in Kassel yoy 
K.-H. Wagner geantwortet worden ist, sehen wir uns durch die vor 
stehende Abhandlung zu unserem Bedauern genétigt, auch in dieser 
Zeitschrift dazu Stellung zu nehmen, wenngleich im allgemeinen 
durch solche Diskussionen wenig gewonnen wird, da nur das Ex. 
periment zu entscheiden vermag. Seinerseits miiBte deshalb Herr 
Schuphan weitere Versuche beibringen, mit denen er unsere Angaben 
widerlegt, wir unsererseits miiBten seine Carotinbestimmungen an 


Mohren nacharbeiten kénnen. Letzteres war bisher leider nicht méy 
lich, da uns Moéhren mit solchen Unterschieden, wie sie Herr Schuphay 


gefunden hat, nicht von ihm zur Verfiigung gestellt wurden. Somit 
bleibt nur iibrig, einige grundsatzliche Fragen zu erértern. 

Das Problem, an dessen Lésung wir arbeiten, ist schon mehrfach 
von uns klar herausgestellt worden. Ebenso, wie man seit vielen Jahr. 
zehnten in der Lage ist, die Erzeugung von Eiwei$, anderen Nahrstoffen 
oder Kalorien durch die landwirtschaftliche Produktion zu berechnen. 
ist es auch notwendig, den Anfall an den wichtigsten Vitaminen zahlen- 
maBig zu ermitteln, und ebenso, wie man den Verbrauch des gesamten 
Volkes an Eiwei®B, Fett, Kohlenhydraten usw. seit langem und mit be. 
friedigender Sicherheit zu berechnen vermag, muB auch der Vitamin- 
verbrauch, oder in diesem Falle besser gesagt der Vitaminbedarf, fest- 
gestellt werden kénnen. Daf die Lésung dieser Aufgabe fiir die Vitamine 
ungleich schwieriger ist als fiir die bekannten Hauptnahrstoffe, welche 
mit einfachen chemischen Methoden rasch bestimmt werden kénnen. 
liegt auf der Hand. Zur erfolgreichen Inangriffnahme dieser Aufgabe 
ist die Beantwortung einiger Grundfragen Voraussetzung. Zu diesen 
gehért die Frage, ob tiberhaupt brauchbare Durchschnittswerte fiir 
den Vitamingehalt einzelner Erzeugnisse ermittelt werden kénnen 
Dies war zweifelhaft, da die in der Literatur niedergelegten Angaben 
iiber den Vitamingehalt solcher Lebensmittel auBerordentlich grote 
Schwankungen aufweisen. Da diese Angaben meist aus verschiedenen 
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oft auBereuropaischen Landern stammen und mit verschiedenen Me- 
thoden durchgefiihrt worden sind, konnte in dieser Frage nur eine 
systematische Untersuchung deutscher Erzeugnisse mit stets gleich- 
bleibender Methode Klarheit erbringen. Als Methode konnte zunichst 
nur der Tierversuch in Frage kommen, da dieser allein sichere Anhalts- 
punkte iiber die Vitaminwirkung zu geben vermag. Sofern auch neuere 
chemische oder physikalische Bestimmungsmethoden herangezogen 
werden, kénnen deren Ergebnisse nur dann Beweiskraft besitzen, wenn 
eine Bestatigung durch den Tierversuch erfolgt. 


Auf Grund einer nunmehr 20 jahrigen Versuchstatigkeit auf diesem 
Gebiet, die sich zunachst auf eine systematische Durchforschung des 
Vitaminvorkommens mit Schaitzung des Vitamingehalts in saémtlichen 
deutschen Lebensmitteln und spater auf die quantitative Ermittlung 
des Vitamingehalts erstreckte, sind wir zu der Uberzeugung gekommen, 
daB die gewaltigen Schwankungen, die oft mehrere hundert Prozent 
betragen, bei den unverarbeiteten pflanzlichen Lebensmitteln nicht zu 
Recht bestehen. Hierzu wurden wir durch jene Untersuchungen gefiihrt, 
welche zum groBen Teil in dieser Zeitschrift veréffentlicht worden sind. 
Wenn wir aus verschiedenen Gegenden in verschiedenen Jahren und 
m verschiedenen Zeiten verschieden gediingte Gemiise- oder Getreide- 
proben erhalten und diese mit fiir biologische Versuche geringen Schwan- 
kungen immer wieder im Tierversuch dieselbe Wirksamkeit ergeben, 
so ist uns dies allerdings ein Beweis dafiir, daB eine weitgehende Gleich- 
maBigkeit im Vitamingehalt vorliegen mu. Hieraus ergibt sich aber, 
daB man sehr wohl zu Mittelzahlen kommen kann, die durchaus den 
wirklichen Vitamingehalt befriedigend wiedergeben und die als Standard- 
zahlen zu solchen Berechnungen, wie oben angedeutet, dienen kénnen. 

Herr Schuphan halt auf Grund seiner Mohrenuntersuchungen dies 
nicht fiir méglich. Er schreibt auf S. 325, ,,daB schon infolge erblich 
bedingter Sorteneigenschaften die Folgerungen Scheunerts iiber die 
Méglichkeiten einer genauen Berechnung der Vitaminproduktion einer 
Pflanzenart (Méhren) nicht zu Recht bestehen*. Da er weiter seine 
Abhandlung mit dem Satz schlieBt, daB die von ihm angefiihrten Be- 
weise geniigen diirften, ,,um die Scheunertschen Riickschliisse von 
bedeutender Tragweite fiir Agrikulturchemie und Ernahrungspolitik 
zu widerlegen*‘, so kann dies nichts anderes bedeuten, als daB er die 
Berechnung des Vitaminanfalls durch die deutsche Gemiiseernte fiir 
unmoéglich halt. Bei einem solchen Standpunkt wiirde also eine Auf- 
stellung des Vitaminhaushaltes des deutschen Volkes von vornherein 
als aussichtslos bezeichnet werden miissen. Eine solche Einstellung, 
die dem Eingestandnis des Unvermégens gleichkommt, ein wissenschaft- 
liches Problem von gréBter praktischer Tragweite zu lésen, liegt uns 

Biochemische Zeitschrift Band 305. 92 











334 A. Scheunert: 


allerdings nicht. Wir verkennen die Schwierigkeiten nicht, sind abe: 
der Meinung, daB das Problem gelést werden kann und daB unsere 4; 
beiten die Grundlagen dazu geschaffen haben und weiter schaffe 
werden. 


Im iibrigen ist noch auf folgende Punkte hinzuweisen: 

Auf 8.325 weist Herr Schuphan auf die verwirrende Fiille yo) 
Faktoren hin, welche Folgeerscheinungen fiir Qualitat und Ertrays 
moéglichkeiten in Gemiisen herbeizufiihren vermégen. Das bestreite, 
wir keineswegs, wir bestreiten nur. daB der Vitamingehalt eins jene; 
schwankenden Qualitaétsmerkmale ist, sondern wir erachten den Vitamin 
bestand einer vollwertig arbeitenden Pflanzenzelle als einen fiir de 
Zellstoffwechsel wichtigen Wirkstoffteil fiir nahezu. konstant. Wen 
Herr Schuphan in diesem Abschnitt sagt, daB alle méglichen Faktorey 
Einwirkungen ganz verschiedener und sich oft widersprechender Ar 
ausiiben kénnten, so ist dies ganz im Sinne unserer Anschauungen ge- 
sprochen. Nehmen wir an, daB drei verschiedene Sorten einen Carotin. 
gehalt im Verhaltnis a: b:c¢ besitzen, diese Reihenfolge sich aber schor 
durch Veranderung des Standorts, des Bodens und auch noch von Jahr 
zu Jahr und auch dann noch verschieden andert, so halten wir eben diese 
Unterschiede nicht fiir spezifische, immer wieder zum Durchschlay 
kommende Eigenschaften. Deswegen haben wir ja auch aus dem Ver 


gleich unserer Untersuchungsergebnisse immer wieder geschlossen, da(} 
regelmaBige Schwankungen dieser Art weder durch Diingung, noch dure! 
Standort usw. vorkommen und daB sie alle, richtig ernahrte Pflanzen 
vorausgesetzt, nur unbetrachtlich sind und in die physiologische Schwan. 
kungsbreite fallen. 


Dies wird durch unsere Tierversuche, die allein fiir die Beurteiluny 
der Vitamin A-Wirkung maBgebend sind, dargetan und auch durch 
unsere §-Carotinbestimmung bestatigt, aber durch die Zahlen des Herm 
Schuphan aber Diingungseinfliisse nicht widerlegt. Dazu sind die Unter. 
schiede zu unbetrachtlich. 


Wenn aber Herr Schuphan die vielen méglichen Einfliisse auf 
Qualitat, Ertrag und vielleicht auch den Vitamingehalt, die er auf 8. 325 
seiner Ausfiihrungen erértert, durch Versuche sicherzustellen und in 
ihren Ursachen aufzuklaren und zu erforschen vermag, ist dies zweife!|os 
eine auBerst wichtige und dankbare Aufgabe, die aber unsere Frage. 


stellung nicht weiter beriihrt. 


Wenn Herr Schuphan unsere Probeentnahmen bemangelt, so ist 
zunachst darauf hinzuweisen..daB auch ein Sektor bei dem ungleich- 
maBigen Wachstum und der unregelmaBigen Form der Moéhre keine 
einwandfreie Mittelprobe ist und daB, wenn in den verschiedenen 
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Méhrenproben betrachtliche Unterschiede in der Vitamin A-Wirkung 
pestanden hatten, diese auch im Tierversuch deutlich herausgekommen 
waren. Wenn er weiter glaubt, unseren Tierversuch anders, als wir es 
getan haben, diskutieren zu kénnen, so ist dies abwegig, da hierbei die 
fir biologische Versuche dieser Art geltenden Regeln nicht beiseite 
yeschoben werden kénnen. 

SchlieBlich halt uns Herr Schuphan einen Versuch von Dost und 
Schotola entgegen, der an Sauglingen mit dem gleichen verschieden 
yediingten Material durchgefiihrt worden ist. Diese Autoren schlieBen 
dabei aus dem Vitamin A-Gehalt des Blutserums der Versuchskinder 
auf eine sehr erhebliche Uberlegenheit des mit Stallmist + NPK 
gegeniiber einem nur mit Stallmist versehenen Material. Wir bedauern 
auf das lebhafteste, dadurch, daB Herr Schuphan diesen Versuch immer 
wieder gegen uns anfiihrt, auch zu einer kritischen Stellungnahme 
gegeniiber diesem Versuch genétigt zu werden. Seine Bedeutung darf 
nicht tiberschatzt werden, da er, abgesehen davon, daB er den friitheren 
Ergebnissen von Wendt und Pies! und Priifer und Barth! bei anderen 
Versuchspersonen, aber mit gleich gediingtem Material, widerspricht, 
mit methodischen Mangeln und Unklarheiten behaftet ist, so dab 
seinen Ergebnissen keine allzugroBe Beweiskraft zugesprochen werden 
kann. 

Die von Dost angewandte Vitamin A-Bestimmung im Blutserum ist 
keine exakte Methode. Da die Versuche in zwei verschiedenen Kinder- 
heimen durchgefiihrt wurden und ferner Milch Verwendung fand, ist 
iiber die sonstige Vitamin A-Zufuhr in diesen Versuchen nichts bekannt. 
Weiter ist nicht erkenntlich, welche Mengen Méhrensubstanz die Kinder 
taglich erhalten haben, da man sich unter 200 cem Méhrenbrei nichts 
vorzustellen vermag. Wenn sie aber 200 Gramm Mohrenbrei erhalten 
haben sollten, ware zu Versuchsbeginn auf Grund der diesem Versuch 
zugrunde liegenden Schwphanschen Analyse taglich je Kind in der 
Stallmistgruppe 10,8 und in der anderen 13,3 mg Carotin verabreicht 
worden. Dieses Verhaltnis hat sich dann vom 1]. August, dem Beginn des 
Versuchs, bis 25. Oktober, dem Ende dieses Versuchs, in unkontrollier- 
barer Weise dahin verandert, daB zuletzt in der Stallmistgruppe 18,2 
und in der anderen 18,7 mg Carotin taglich verabreicht wurden. Diese 
wenigstens praktisch keine Rolle spielenden Unterschiede sollen sich 
dann so ausgewirkt haben, daB im Blutserum bei der ersten Gruppe 0,114, 
bei der zweiten Gruppe aber 0,405 mg®, Vitamin A enthalten gewesen 
seien. Wir kénnen diesen Versuch nicht als Gegenbeweis gegen unsere 
exakten Tierversuche ansehen. 


1 Die Ernahrung 3, 56 u. 59, 1938. 
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Wir sind uns durchaus dariiber im klaren, daB unsere Unter. 
suchungen nur ein Anfang zur Lésung der eingangs er6rterten Aufvabe 
sind und daB bis zur vollstandigen Lésung noch viel Arbeit notwendig 
sein wird. 

Das gleiche, was gelegentlich der Zusammenfassung des ersten 
qualitativen Teils dieser Versuche im Jahre 1929 geschrieben wurde!: 
, Wenngleich zukiinftige Forschungen Einzelheiten bzw. Schwankungen 
im Vitamingehalt und deren Ursachen ergeben mégen, so diirfen doch 
im groBen und ganzen wesentliche und entscheidende Abweichungen 
nicht wahrscheinlich sein“ gilt auch fiir die neuen quantitativen Versuche 
und hieran werden noch so viele Carotinanalysen nichts andern. 


Nachschrift: Erst nachtraglich erhalte ich Kenntnis von den 
Abbildungen auf 8. 329, die unsere Probeentnahme darstellen sollen. 
Die Langsschnittentnahme erfolgte aber gar nicht bei den Carotin. 
bestimmungen, sondern bei vergleichenden Vitamin C-Bestimmungen 
zwischen verschieden gediingtem Material. Dabei sind zwei einander 
entsprechende Langsschnitte durchaus vergleichbar und geeignet, 
Unterschiede zum Ausdruck zu bringen. Bei den Carotinbestimmungen 
wurden Kopf und Spitze so abgeschnitten, wie es beim Zuputzen im 
Haushalt erfolgt. Die Untersuchungsprobe wurde aus dem verbleiben- 
den Stiick entnommen. Uns interessierte das, was bei einem Gericht 
Méhren zum Verzehr kommt. Da die ausgefiihrten Kontrollbestim- 
mungen itibereinstimmten, diirften auch bei diesem Vorgehen brauch- 
bare Mittelproben erzielt worden sein. Im iibrigen griinden sich 
unsere Folgerungen ausschlieBlich auf den Tierversuch; die Carotin- 
bestimmungen wurden nur zur Kontrolle ausgefiihrt und stimmten 
mit dem Tierversuch oft gar nicht tiberein. 


1 Scheunert, Vitamingehalt der deutschen Nahrungsmittel, I. Teil, 
Obst und Gemiise. Berlin, Julius Springer, 1929, S. 35. 





